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BEITRAGE ZUR PANKREASLIPASEFORDERNDEN 
WIRKUNG DER GALLENSAURE UND ZU IHRER 
HAMOLYTISCHEN WIRKUNG. 


VON 


KOOZOO KAZIRO unp KANEJI TSUJI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimidzu.) 


(Eingegangen am 11. Oktober 1929.) 


A. Die Wirkung der Apocholsiure u.a. Siuren auf 
die Fettspaltung durch Lipase. 


Seit langem ist bekannt, dass die Galle bei der fermentativen 
Fettspaltung der Pankreaslipase fordernd wirkt, und dass diese 
Wirkung der Galle auf den Hauptbestandteilen der Galle, den 
gallensauren Salzen beruht. Die aktivierende Wirkung der 
gallensauren Salze beruht, nach Willstatter (1923), nicht auf 
der Umwandlung eines Lipasezymogens in wahre Lipase, sondern 
auf der Forderung der schon wirksamen Lipase; sie wirken dabei 
nicht als Emulgens, sondern durch Herbeiftihrung kolloidaler 
Niederschlige mit den Proteinen, an denen dann Ferment und 
Substrat adsorbiert werden und als ein komplexes Adsorbat auf- 
einander wirken. 

Unter den Gallensauren, die die Lipasewirkung foérdern, sind 
die Cholsiure und die Desoxycholsdure besonders hervorzuheben. 
Fiirth u. Schiitz (1907) haben auf Grund ihrer Untersuchung 
behauptet, dass die Wirksamkeit der Galle dem Steapsin gegeniiber, 
jedenfalls in der Hauptsache, durch ihren Gehalt an Gallensiuren, 
und zwar durch die Cholsiurekomponenten derselben bedingt ist. 
Sie haben auch festgestellt, dass die Desoxycholsiure annihernd 
dieselbe Wirksamkeit dem Steapsin gegeniiber entfaltet, wie die 
Cholsaure selbst, wogegen die Oxydations- oder Reduktionsprodukte 
der Cholsdure: Biliansiure, Cilianséure und Cholansaure, sich 
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durchaus unwirksam erwiesen. 

Im hiesigen Institut hat Schoda (1926) vergleichende Unter- 
suchungen iiber die aktivierende Wirkung der verschiedenen 
Gallensdéuren angestellt.. Dabei hat er festgestellt, dass die Desoxy- 
cholséure am starksten fordert. Dieser folgt dem Wirkungsgrad 
nach die Cholséure und weit hinter diesen beiden die Chonodesoxy- 
cholsiure (Gollodesoxycholsdure nach Yonemura) und die 
Hyodesoxycholsdure. Er hat aus seinem Ergebnisse geschlossen, 
dass die OH-Gruppe in Stellung 7 des 2. Ringes im Gallensaure- 
molekiil fiir die Forderung der Lipasewirkung eine bedeutende 
Rolle spielt, sogar fiir die fordernde Wirkung unbedingt notwendig 
ist, wahrend die OH-Gruppe in Stellung 12 des 3. Ringes dieselbe 
eher hemmt als fdrdert. Die verschiedenen Gallensdurederivate, 
die von Fiirth und Schiitz als durchaus unwirksam festgestellt 
wurden, tragen wohl keine OH-Gruppe in ihrem Molekiil. 

Im Hinblick auf diese Daten legt nun der Gedanke nahe, 
dass die OH-Gruppe des Gallensaiuremolekiils fiir die aktivierende 
Wirkung gegeniiber dem Steapsin unbedingt notwendig ist. Wenn 
man die Schodasche Behauptung als richtig annehmen darf, dass 
namlich die OH-Gruppe in Stellung 7 des 2. Ringes in dem Gallen- 
sduremolekiil ftir die fordernde Wirkung die bedeutendste Rolle 
spielt, so ergiebt sich in zweiter Linie der Gedanke, dass eine andere 
derartige Gallensdure, die eine OH-Gruppe in 7. Stellung trigt, 
z.B. Apocholsaure und Dioxycholadiensiure nach Boedecker 
(1920-1922), wenigstens eine gleiche fordernde Wirkung wie die 
Desoxycholsaure oder Cholséure haben muss. 

Unter dieser Voraussetzung haben wir, wie vorliegende Mit- 
teilung zeigt, die fordernde Wirkung der unten erwahnten Gallen- 
sauren gegentiber der Lipase gepriift: 

1) mit Dehydrocholsdure, die ein Oxydationsprodukt der 
Cholséure ist und keine OH-Gruppe in ihrem Molekii! mehr 
tragt, 

2) mit einer Oxytricarbonsaure, die aus Ursodesoxycholsaure 
durch Oxydation mit Na-Hypobromit hergestellt wurde und noch 
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eine OH-Gruppe in ihrem Molekiil tragt, Schoda (1927) und 
Kaziro (1929). 

3) mit der Apocholsiure und Dioxycholadiensdéure nach 
Boedecker, die beide hinsichtlich der OH-Gruppe mit der Desoxy- 
cholsdaure nahe verwandt sind. 

Die Resultate sind im folgenden zusammengestellt. 


EXPERIMENTELLER TEIL 


Darstellung des Iipasenauszuges. Die frisch bezogernen 
Ochsenpankreasdriisen wurden durch Schaben tunlichst von 
Fetten und Fasern befreit und zerkleinert. Der Driisenbrei wurde 
darauf in einem Gemisch von Aceton und Ather mehrmals durch- 
gerthrt und darin 24 Stunden lang stehen gelassen. Der vom 
Aceton-Ather abfiltrierte Riickstand wurde dann mit Ather mehr- 
mals gut ausgewaschen, an der Luft getrocknet und staubfein 
pulverisiert. Aus diesem Trockenpraparat haben wir den halt- 
baren Glycerinauszug hergestellt, indem wir das Pankreaspulver 
mit 5 fachem Volumen 85%iger Glycerinlosung tiber 2 Wochen 
lang in Zimmertemperatur digerierten. Beim Versuche wurde der 
Auszug mit destilliertem Wasser 2 fach verdiinnt und zur Ver- 
wendung gebracht. 

Als Puffer wurde das Phosphatgemisch nach Sérensen ver- 
wendet, in welechem das Ph bei der Verwendung jedesmal bestimmt 
und korrigiert wurde. 

Als Substrat wurde die Olivendlemulsion nach Kanitz ver- 
wendet. : 

Wir haben die Versuche in gleicher Anordnung wie Schoda 
ausgefiihrt. 
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ERGEBNISSE. 


In allen Versuchsreihen der Tabelle I haben wir die Unter- 
suchungen untergleichem Ph 8,043 ausgefiihrt, das von Schoda als 
das optimale Ph fiir die Forderung der Fettspaltung von Lipase 
durch Gallensaure festgestellt worden ist. 

Auf Grund der Tabelle I kann man mit Recht annehmen, dass 
die fordernde Wirkung der Apocholsaure gegen Fettspaltung 
durch Lipase ebenso stark ist wie die der Cholsdéure. Die fordernde 
Wirkung der Dioxycholadienséure und Dioxycholensiure nach 
Boedecker tritt gleich stark auf wie die der Desoxycholsdure oder 
der Apocholsaure. Die fordernde Wirkung der Oxytricarbonsdure 
ist auch erkennbar, obwohl sie sehr schwach ist. Dehydrochol- 
siure erweist sich hier als unwirksam. 

In den 2ten Versuchsreihen (Tabelle I1) haben wir nun die 
fordernde Wirkung der Cholsdéure, Desoxycholsdure, Apocholsaure 
und der Dehydrocholsaure unter verschiedenem Ph gepriift. Auch 
in diesen Fallen zezigt die Dehydrocholséure keine fdrdernde 
Wirkung. Die drei anderen Gallenséiuren aber zeigten sich fiir die 
Fettspaltung durch Lipase fordernd, und zwar alle in gleichem 
Grade. Das optimale Ph ftir die fordernde Wirkung der drei 
Gallenséuren ist in allen Fallen 8,023, wie Schoda auch bei seinem 
Versuch mit Desoxycholséure und Cholsdure beobachtet hat. 


ScHLUSS. 


Nach den oben angegebenen Ergebnissen kann man wohl zu 
dem Schluss kommen, dass die Apocholsiure, Dioxycholadiensdure 
und die Dioxycholenséure nach Boedecker alle eine gleich starke 
fordernde. Wirkung fiir die Fettspaltung durch Pankreaslipase 
zeigen. Die Schodasche Ansicht, dass die OH-Gruppe in Stel- 
lung 7 des Gallensdiuremolekiils fiir die fordernde Wirkung der 
Fettspaltung durch Lipase eine bedeutende Rolle spielt, ist hiermit 
vollkommen bewiesen. Die Oxytricarbonsiiure der Ursodesoxy- 
cholsaure, die noch eine sekundire OH-Gruppe in ihrem Molekiil 
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tragt und deren 1. Ring schon oxydativ aufgesprungen ist, wirkt 
auch ftir die Fettspaltung durch Lipase foérdernd. Dehydrochol- 
saure scheint aber unwirksam zu sein. 

Aus diesen Daten kann man wohl schliessen, dass fiir die 
fordernde Wirkung der Gallensiuren gegeniiber der Fettspaltung 
dureh Pankreaslipase die OH-Gruppe in ihrem Molekiil die 
wichtigste Rolle spielt. Die Unwirksamkeit der Cholanséure, die 
keine OH-Gruppe mehr in ihrem Molekiil enthalt, wurde schon 
langst von Fiirth und Schiitz bestatigt. 


B. Die hamolytische Grenzkonzentration der 
Apocholsaure. 


Hermann Wieland hat im Jahre 1919 gefunden, dass die 
hamolytiseche Grenzkonzentration der Gallenséure auf das Rinder- 
blutkorperchen bei Desoxycholsdure bei 1:1930 und bei Cholsaure 
bei 1:220 liegt. 

Auf das Kaninchenblutkérperchen wirkt die Gallensiure nach 
Yonemura und Fujihara (1926), beide in hiesigem Institut, 
zweimal so giftig als auf das Rinderblutkorperchen. Sie haben 
die hamolytische Grenzkonzentration der Gallensiure fiir das 
Kaninchenblutkorperchen festgestellt als 1:400 bei Cholsaure und 
1:3200 bei Desoxycholsaure. 

Schoda und Tominaga (1927) in hiesigem Institut haben 
auch die vergleichende hamolytische Wirkung der verschiedenen 
Gallensiuren untersucht. Sie haben den Versuch bei Ziegenblut- 
k6érperchen mit Cholsdure, Desoxycholsiiture, Chenodesoxycholséure 
(Gallodesoxycholsfure nach Yonemura) und Hyodesoxychol- 
siure ausgefiihrt. Spiiter hat Schoda (1927) auch den Versuch 
mit Ursodesoxycholséure und Okamura, T. (1928) mit Bufo- 
desoxycholsaure ausgefiihrt. Von ihnen wurde die hamolytische 
Grenzkonzentration in folgender Weise angegeben : 

1:2560 bei Desoxycholsaure (Ziegenblutkérperchen ) 
1:2560 bei Chenodesoxycholséure ( ,, ) 
1:1280 bei Hyodesoxycholséure (echt 
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1:320 bei Ursodesoxycholsiure (Ziegenblutkérperchen) 
1:3200 bei Bufodesoxycholsdure (Kaninchenblutkorperchen) 


Aus diesen Angaben kann man wohl erkennen, dass die 
hamolytische Grenzkonzentration der Gallensauren entweder von 
der Art der Gallensiuren oder von der zur Hamolyse verwendeten 
Blutkérperchenspecies abhangig ist. 

Nun scheint es uns nicht ohne Bedeutung zu sein, auch die 
hamolytische Wirkung der Apocholsaure, einer mit Desoxychol- 
sdure verwandten Gallenséure, zu studieren. Wir haben uns in 
vorliegendem Versuch ausschliesslich mit Menschenblutkorperchen 
beschaftigt, um einerseits die hamolytische Grenzkonzentration der 
Cholséure und Desoxycholsaure bei Menschenblutkorperchen fest- 
zustellen und andererseits die Wirkung der beiden Sauren mit der 
der Apocholsaure zu vergleichen. 

Wir benutzten die Methode nach Wieland. 


TABELLE III. 


Gallensaure 


Cholsiure Desoxycholsaure Apocholsaure 
Verdiinnung 


: 150 
: 300 
: 600 
: 1200 — 
: 2400 = 
: 4800 = - 


a = 
+ + + 
+++ 4+ + 
++4+.4 


| 


Gallensiure 


Cholsiure Desoxycholsaure Apocholsaiure 


Verdtinnung oes 
: 700 ar 
: 1500 — 
: 3000 — 
: 6000 — — 


a 
+++ 
+ 


| 
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Aus der Tabelle III ist ersichtlich, dass die Apocholsaure 
ebenso wie die anderen Gallensiuren hamolytisch wirkt. Diese 
haimolytiseche Wirkung der Apocholsiiure ist schwiacher als die 
der Desoxycholsiure, aber etwas stirker als die der Cholsiure. Die 
hamolytische Grenzkonzentration der Desoxycholsaure bei Men- 
schenblutkérperchen wurde als 1:3000, die der Apocholsaure als 
1:1500 und die der Cholsadure als 1:750 gefunden. 

Es ist bemerkenswert, dass die Hamolyse durch Gallensaure 
je nach der Art der Blutkérperchen ganz verschieden ist. Es 
wurde schon seit langem von mehreren Autoren beobachtet, dass 
die Gallensaéure in der Galle je nach der Art der Tierspecies recht 
verschieden ist. Ein Unterschied in der hamolytischen Wirkung 
derselben Gallensiure gegenitiber Blutkdérperchen aus Tieren ver- 
schiedener Arten scheint uns jedoch méglich zu sein. Die Unter- 
suchung dartiber ist noch im Gang. 
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CONTRIBUTIONS TO THE KNOWLEDGE OF 
INTESTINAL SECRETION IN INSECTS. III. 


On the Digestive Enzymes of the Silkworm. 
By 


OSAMU SHINODA. 


(From the Laboratories of Comparative Physiology and of Biochemistry, 
College of Science, Kyoto Imperial University, Kyoto.) 


(Received for publication, October 23, 1929.) 


In his previous paper (Shinoda, 1927) on the eomparative 
histo-cytology of insects, the writer was able to divide this class 
into four groups according to the structure of the midgut and the 
mode of secretion of digestive fluids, viz. the Primitive-, the 
Lepidoptera-, the Orthoptera-, and the Diptera-groups. An 
especially important point there brought out was that there is a 
marked difference between Orthoptera- and Lepidoptera-types; 
this is noteworthy because these two Orders of insects have hitherto 
very often been used for physiological study on the assumption 
that they can represent the Class Insecta as a whole. 

Now, such morphological differences between various orders 
seem to be accompanied at the same time by differences in the 
physico-chemical properties of the digestive fluid of the respective 
groups. For instance, the pH of the mid-intestinal juice in 
Orthoptera lies between 5.6 and 7.2 (Bodine, 1925), while that in 
Diptera (Crozier, 1924; Senior-White 1925-26) or Odonata” 
is between 6.8 and 7.8, that in Coleoptera? (Werner, 1926) 

1) Larvae of Anax parthenope, the pH of the juice being measured 
colorimetrically. 

2) Cetonia sp. and Anomala (motschulskii ?). Both larvae. The pH 
was measured colorimetrically. The materials were kindly supplied by Mr. 
S. Hatori of the Faculty of Agriculture of our University, and were identi- 


fied by Prof. E. Kinoshita of the University of Hokkaido. The writer’s 
hearty thanks are due to both these gentlemen. 
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between 8.4 and 9.6, and that in Lepidoptera (Fujii and Suzuki, 
1927; Gamo, 1928; Jameson and Atkins, 1921; Suzuki, 1924) 
or Trichoptera? between 8.4 and 9.8, sometimes reaching even as 
high as 10.3. 

In order to get a general idea of the physiology of digestion 
in insects, we must first compare at least four materials from 
different groups, and it is naturally by no means adequate to 
consider a single insect like the cockroach as an ‘‘insect of 
generalized structure and omnivorous habit’’ (Wigglesworth, 
1927, p. 791) and to take it as representing the whole Class of 
Insecta. 

Thus it is impossible to find an insect from which one can 
get a general idea of the digestive physiology in insects, and, in 
beginning the investigations upon this topic, the writer has first 
selected the Lepidoptera-group as the material, since here (Lepi- 
doptera, Trichoptera) the development of the foregut as well as its 
accessory glands is minimal, the digestion and the absorption of 
the food substances occurring in the midgut only. The experi- 
ments were conducted with the silkworm, Bombyx mort. 

Here the writer wishes to express his hearty thanks to Prof. 
T. Kawamura and to Prof. S. Komatsu for their kind advice 
and incessant encouragement during the experiments, and to Mr. 
H. Kikkawa and to Mr. K. Hayashi who have kindly assisted 
him in measuring some carbohydrate enzymes. The silkworms 
used were provided by the Gunze Silk Factory at Ayabe near 
Kyoto through the courtesy of Mr. J. Suzuki. Prof. E. Wald- 
schmidt-Leitz was kind enough to spare some clupein sulphate 
which had been prepared in the Biochemical Laboratory of the 
University of Munich. Mr. H. Ueda of the Sasaki Research 
Laboratory (Tokyo) kindly provided some dipeptides prepared in 


1) Larvae of Macronema lacutris and of Philopotamopsis japonica. Mr. 
M. Iwata, to whom my hearty thanks are due, had kindly identified the 
species. 
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that Laboratory. The writer’s sincere gratitude is due to all these 
gentlemen. 


MATERIAL AND METHOD 


The silkworms in this study were the larvae of the 4th and 
5th instars of a Japano-Chinese hybrid. They were starved for 
one day on the 5th day of the instar, after which the intestinal 
juice was collected by a modification of Hiratsuka’s method,” 
centrifuged and kept under toluene. The juice thus collected is 
no doubt impure, but is sufficient for the preliminary orientation.” 

The narcotized silkworms, after being kept in a chloroform 
atmosphere for 15 to 20 minutes, were dissected at once; the 
midgut was taken out, ground in a mortar with glass powder, 
and then extracted with glycerin for a few days at room tempera- 
ture. The extract was centrifuged to remove insoluble residue. 


Extract A: Midgut from 500 4th instar larvae in 120 ce. 
elycerin. 

Extract B: Midgut from 250 5th instar larvae in 200 ce. 
elycerin. 

The hydrogen ion concentration was measured potentiome- 

trically as well as colorimetrically. But, since both methods gave 


1) Although the method is very simple and is widely used among us, 
it seems to be not well known in Europe, so that it may be described here 
briefly. As the original method (Aoki and Honda, 1917) takes a compara- 
tively long time and much space, the writer adopted Kawase’s modification 
(1921), which is as follows. A large Buchner funnel, in which silkworms 
are kept with a mass of cotton soaked with chloroform (Kawase used 
petroleum ether), is closed airtight at its upper end with a glass plate and 
grease, while a small Erlemmeyer flask with toluene is placed under its outlet. 
After a few minutes the worms begin to vomit, and within a quarter of an 
hour a fair quantity of the juice can be collected in the receiver. Thus, 850 
larvae (6th day of the 5th instar), for example, gave 195 cc. of intestinal 
juice in 15 minutes. 

2) Fujii and Suzuki (1927) could find no difference between the pH 
of the juice thus collected and the juice collected in a purer state by dissection 
of the midgut. 
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similar results, the latter was used more frequently. To avoid 
specific actions of anions, the glycocoll mixture was used as the 
buffer solution throughout the experiment, since the amin-oacid 
is one of the endproducts of protein digestion. At about the 
neutral point, the buffering action of the glycocoll mixture is 
minimal, and here phosphate mixture was also (Rona 1926, esp. 
pp. 55-57). 

To measure the activity of the protease, the increase in acidity 
in the digest was taken. For this purpose, Willstatter’s alcoholic 
titration method was adopted, 5 ce. digest being taken, 10 cc. cold, 
and then 50 ce. boiling 95% methyl alcohol being poured on it, 
and titrating with N/10 KOH in 90% methyl alcohol against 
thymolphthalein. Mett’s method with a gelatin column was also 
used for control. 

The determination of the reducing sugar was carried out by 
Bertrand’s method, with 5ce. digest. To detemine the primary 
stage of the amylolysis, the iodine reaction was also utilized. For 
this purpose, a dilute, almost colourless solution of iodine in KI 
was prepared, and sufficiently acidified with HCl, so that the 
resultant mixture should remain acid when mixed with the most 
alkaline digest in the experiment. At definite time intervals, a 
definite (ca. 0.2 ec.) quantity of the digest was poured into the 
same volume of the iodine solution, and the time until the dis- 
appearance of the blue colour was taken as the measure. 

For lipase, 5 ee. digest was poured into 50 ce. of 90% methyl 
alcohol, and was titrated with 0,75N KOH in methyl alcohol 
against phenolphthalein. 


pHi or THE INTESTINAL JUICE. 


The reaction of the intestinal juice of Lepidoptera hitherto 
recorded has always been alkaline. For the silkworm, Jameson and 
Atkins (1921) stated that the pH of the juice lies between 9.0 and 
9.8 according to the grade of starvation. Suzuki (1924) reported 
9.6 for starved animals, which lowered to 8.0 when they were well 
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fed. The highest according to Gamo (1927) is 10.384. The writer 
found 9.84 and 9.78 with the juice collected by the above mentioned 
method (measured potentiometrically). 


AUTOLYSIS OF THE INTESTINAL JUICE 
Unlike that of the crayfish (Shinoda, 1928) the intestinal 
juice of the silkworm becomes only slightly turbid when it is 
made acid. Although in the case of autolysis with such a small 
quantity of protein substances in the juice no control seems to be 
necessary, yet in order to be on the safe side I made the following 


experiment. 


TABLE I. AUTOLYSIS. 


15 ce. buffer solution and 2 ce. intestinal juice, kept for 24 hours at 28°C. 
5 ee. are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture es 1st titre 2nd titre Increase 

ec, Ce. eC, 

Glycocoll 10.9 0.12 0.10 — 0.02 
25 10.3 0.38 0.50 0.12 

3 9.8 1,36 1,42 0.16 

sf 9.1 3.06 3.14 0.08 

55 8.7 4.46 4,42 0.04 
Phosphate 8.3 0.62 0.64 0.02 
“ (ier? 1.24 1.20 — 0.04 

A 6.9 2.48 2,22 — 0.26 

Pe 6.4 3.04 2.88 —=0;16 


Even in such a high concentration of the juice, we can see 
merely a slight increase at about pH 9.5 This optimum coincides 
with that of Astacus (15). But, since this increase lies almost 
within the limits of experimental error, it is better not to attribute 
this increase to the autolysis, and the effect may be neglected if 
a lower concentration of the juice is used in the experiment. 


350 O. Shinoda: 


PROTEASE. 


In his investigation of the digestive enzymes of the silkworm, 
Caligula japonica (Saturnidae) and Dasychira lumulata (Lyman- 
tridae), Sawamura (1902) found their proteases active only in 
alkaline media. After his report was published, several other 
papers dealing with other moths appeared with a similar conclu- 
sion (cf. Uvarov, 1928). No report on the exact pH optima, 
however, has yet appeared. 


A: The Protease of the Intestinal Juice. 


Cacein and gelatin were used as the substrata. In both cases 
the digestion optimum was at pH 9.5, i.e. the optimal pH of the 
autolysis. With regard to acid optimum of casein in the first two 
cases, several interpretations are possible. In the first place, the 
increase in acidity is so high that it is very plausible to assume the 
pH of the digest to have shifted more to the alkaline side soon 
after the commencement of the digestion, since no such maximum 
is observed with fewer subtrata and a stronger buffer at that pH 
(the phthalate mixture). Furthermore, as casein is known to be 
resistant against the tryptic enzymes at its isoelectric point, with 
this silkworm protease with such rather high concentration of the 
substrate the digestion may go on in a wider pH range, but with 
a minimum at pH 5. 

At any rate, the coincidence of the optimal pH for the 
protease and the pH of the intestinal juice is noticeable. 

Further, the pH optimum of the primary stage of the pro- 
teolysis was determined by a modification of Mett’s method which 
had been used: in the writer’s former research on Astacus (15), 
and that of its final stage by the digestion of Witte peptone and 
of glyeylglycin. From these data we see that the protease in the 
intestinal juice of Bombyx mori has no action upon the dipeptide 
but can digest proteins and peptone in alkaline or neutral media, 
having its optimum at so high a pH as 9.5. 
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TABLE II. CASEIN. 


1 gm. casein (after Hammersten, Merck), 2 cc. intestinal juice and 20 ce. 
buffer solution; kept for 24 hours at 28°C. 5 ce. digest are 
titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture reat 1st titre 2nd titre Inerease 
CG, ce. ee. 
Glycocoll 8.6 2.80 4.70 1.90 
3 8.3 3.32 5.14 1.82 
os 7.4 5.23 6.86 1.58 
45 7.0 5.50 6.92 1.42 
Phosphate 6.2 4,70 5.60 0.90 
Glycocoll 5.6 4,98 6.12 1,14 
5 3.4 5.06 6.32 1.26 
” 2.2 5.70 5.88 0.18 

0.5 gm. casein, 2 ce. juice and 20 ce. buffer sol.; kept for 31 hours at 28°C. 
ce. ce. cc. 
Glycocoll 11.9 0.82 2.32 1.52 
3 9.5 1.64 3.44 1.80 
55 9:1 2.98 4,62 1.74 
Phosphate 7.2 2.28 3.28 1,00 
Bs 6.4 4,02 4.44 0.42 
Glycocoll 3.2 4,48 5.52 1.04 
” ay 5.90 5.82 — 0.08 


Control. Conditions as above, except that boiled intestinal juice was used. 


ee. ce. j ce. 
Glyecocoll a 12.1 1,10 1.18 0.08 
” 9.9 1.62 aa is 0.10 


0.2 gm. casein, 1 ce. intestinal juice and 20 ce. buffer solution; kept for 
7.5 hours at 28°C. 


ce, ce. Ce. 

Glycocoll 10.4 1,16 Tete 0.72 
Fr. 9.5 2.22 3.22 1.00 

pe 9.0 3.22 4.02 0.80 

4 8.4 4,42 5.06 0,62 


* 
bal. 
we 
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Buffer mixture ae 1st titre 2nd titre Increase 

ce. CC: ee: 

Glycocoll 7.8 5.12 5.54 0.42 

it 7.4 5.32 5.72 0.40 
Phosphate 7.3 1,18 1.48 0.30 

” 7.0 1.70 1.86 0.16 

5 6.4 2.62 2.86 0.24 
Phthalate 6.6 1.08 1.30 0.22 

x 6.0 1,22 1.50 0.28 

5 5.4 1.48 1,52 0.08 

5 4.6 2.84 2.80 — 0.04 

a 4,2 3.34 3.30 —=0.04 

sD 3.4 3.70 3.72 0.02 

TABLE III. GELATIN. 


5 ce. 10% gelatin, 1 ce. juice and 20 ce. buffer sol.; kept for 9 hours at 38°C. 


Buffer mixture eee 1st titre 2nd titre Increase 

: ee. ee. CG: 

Glycocoll 12.4™ 2.12 2.50 0.38 
xn 10.4 0.50 1,22 0.72 

* 9.7 1.26 2.10 0.84 

3 8.6 3.36 4.16 0.80 

” dst 4.50 5.12 0.62 
Phosphate 7.2 1.30 2.00 0.70 
a 6.2 2.94 3.16 0.22 

os 5.3 3.64 3.88 0.24 
Glyeocoll 3.5 4.70 4,72 0.02 
Fy, 2.5 4,70 4.66 — 0.04 

i) Alsi 4.60 4.66 0.06 


* 4ec. N/10 


HCl added to the alcohol before titration. 
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TABLE ITV. GELATIN WITH Merr’s Mrruop. 


10% gelatin in capillary tube, 1 ce. juice and 10 ce. buffer sol.; kept for 
24 hours at room temperature (maximum 20°C). 


Buffer mixture 


pH before digestion 


Glycocoll 


” 


Phosphate 
Glycocoll 


$2 92.9090 Gos 
NOR & we 


Height of gelatin 
column digested (in em.) 


ORE bp bo 
aes ae RR Os 
bo oO bo bo 


TABLE V. WITTE PEPTONE. 


Sec. 5% Witte peptone, 1ce. juice and 15 ce. buffer sol.; kept for 11 hours 
at 38°C. 5 ce. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture ce 1st titre 2nd titre Increase 

ce. ce. cee. 

Glycocoll 20 = 0.98 1.34 0.36 
35 10.0 0.72 1.46 0.74 

os 9.5 1.48 2.28 0.80 

46 9.2 2.28 3.06 0.78 

” 8.5 3.44 4.10 0.66 

= 7.6 4.58 5.12 0.54 
Phosphate 6.9 1.56 2.10 0.54 
” 6.5 2.92 3.36 0,44 

e 5.4 3.66 4.02 0.36 
Glycocoll 3.4 4,90 4.92 0.02 
5. 2.8 4,90 4.92 0.02 


5ee. Witte peptone, 1ce. juice and 15 ce. buffer solution; 


at 28°C. 

ce. ce, 

Glycocoll 12.2* 0.80 1.20 
PP 9.4 1.38 2.52 

rf fe 4,80 5.10 
Phosphate 5.8 3.02 3.36 
F 4.7 3.64 3.86 
Glycocoll a8 4,82 4,92 
” 2.2 4.90 5.00 


* 2ece. N/10 HCl added to alcohol before titration. 


kept for 42 hours 


ce. 
0.40 
1.14 
0.30 
0.34 
0.22 
0.10 
0.10 
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TABLE VI. GLYCYLGLYCIN. 


5 ce. 3% glycylglycin, 1ce. intestinal juice and 15ce. buffer sol.; kept for 
26% hours at 28°C. 5 ec. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture ee 1st titre 2nd titre Inerease 
Glyeocoll 8.8 3.30 3.60 0.30 
5 8.2 4,86 5.02 0.16 
3) 7.4 6.30 6.44 0.14 
Phosphate 7.4 3.08 3.06 — 0.02 
3 6.6 4.26 4,22 — 0.04 
Glycocoll 5.5. 3,82 3.78 — 0.04 


Control: The conditions as above, the juice being boiled for 5 minutes. | 


cc. ce. cc. 

Glycocoll 8.8 3.36 3.40 0.04 
. 82 4.90 5.00 0.10 

5 7.4 6.32 6.40 0.08 
Phosphate 7.4 3.02 2.98 —0.04 
% 6.6 4.29 4.16 —0.06 
Phthalate 5.5 3.78 3.76 ~ 0.02 


5 ee. 2% glycylglycin, 1.5 ce. intestinal juice and 15 cc. buffer solution; 
kept for 8 hours at 28°C. 


Buffer mixture ae 1st titre 2nd titre Increase 
ee. ce. Ce: ee. 
Glycocoll 8.8 2.70 2.76 0.06 
” 8.3 4.00 4,04 0.04 
& 7.6 4,92 5.00 0.08 
% 7.2 5.60 5.66 0.06 
5s 6.8 5.80 5.82 0.02 
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B: Protease of the Epithelial Extract. 
A: The Action upon Animal Proteins. 


Experiments on animal proteins with glycerin extract of the 
intestinal epithelium showed similar results as with intestinal juice. 
Only in this case, the acid optimum for casein has disappeared, 
as is noted above. The substrata here used were casein, gelatin, 
clupein sulphate and Witte peptone. 


TABLE VII. CASEIN. 


0.2 gm. casein, 1 ee. extract A and 20 ce. buffer sol.; kept for 22 hours at 38°C. 
5 ec. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture Jens 1st titre 2nd titre Increase 

ce. GC. Ce: 

Glycocoll 10.2 : 1.22 2.68 1,46 

” 9.2 3.08 4,52 1.44 

aa 6.8 5.26 5.84 0.58 
Phosphate 6.4 3,12 3.40 0,28 
Glycocoll 5.0 5,32 5.38 0.06 

” 4.5 5.26 5.28 0.02 

” 2.6 5,36 5.32 — 0.04 


B: The Action upon Vegetable Proteins. 

It is desirable to check the above results with vegetable pro- 
teins since the silkworm is exclusively herbivorous. As for sub- 
strata, edestin, gliadin and oryzenin were used. The results were 
the same as before, except in the case of gliadin, where the optimum 
shifted more or less to the alkaline side. Edestin was the only 
substrate that showed a measurable increase in acidity under the 
conditions adopted in the experiment through the alkalinity of the 
digest. 
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TABLE VIII. GELATIN. 


5ec. 10% gelatin, 1 ce. extract A and 15 ce. buffer sol.; kept for 26 hours 
at 32°C. 5 ce. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture ee ist titre 2nd titre Increase 

ce. Cee ce. 

Glycocoll 10.6* 1.32 1.40 0.08 
” Oa 1.84 1.80 — 0,04 

” 9.6* 2.90 2.94 0.04 

” 10.6 1.36 2.80 1.44 

” 10.2 1.82 3.14 1,32 

% 9.6 2.90 4,36 1.46 

” 8.6 4,32 5.12 0.80 
Phosphate 7.4 1.78 2.14 0.36 
” 5.2 3.40 3.66 0.26 
Glycocoll 4.4 4.62 4.78 0.16 
” 2.4 4.70 4,92 0.22 


* Control: Glycerin used instead of the extract. 


TABLE IX. COLUPEIN SULPHATE. 


5c. 5% clupein sulphate, 1 ce. extract A and 15 ce. buffer sol.; kept for 20%4 
hours at 32°C. 5 ec. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture Lee 1st titre 2nd titre Increase 
Glycocoll 11,.2* 118 1.10 ~0.08 
0 10.6* 1.68 1.66 — 0.02 
es 9.6* 2.56 2.58 0.02 
£5 10.8 1.12 2.84 0.72 
_ 10,2 1,72 3.42 0.70 
9.4 2.78 4,30 1,52 
s 8.4 4,14 4.80 0.66 
Phosphate 5.8 3.22 3.32 0.10 
Glycocoll 4.4 4.46 4.56 0.10 
os 2.4 4.56 4.68 0.12 


* Control: Glycerin used instead of the extract. 
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TaBLE X. WiTtr PEPTONE 


5 ec. 5% Witte peptone, lee. extract A and lice. buffer sol., kept for 18% 
hours at 32°C. 5ee. digest are titrated with N/10 KOH. 


pH before 


Buffer mixture digestion 1st titre 2nd titre Inerease 

Ce Nae Pee was ep 

Glycocoll 10.4 1.89 3.12 1,32 

” 9.2 3.36 4.80 1.44 

“a 8.2 4.68 6.06 1.38 
Phosphate (4 2.02 3.18 1.16 

” 6.2 3.86 4.38 0.52 
Glyeocoll 5.6 5.14 5.86 0.72 

” 3.8 5.28 5.26 — 0.02 


TABLE XI. EDESTIN. 


0.2 gm. edestin, lee. extract A and °20ce. buffer sol.; kept for 2544 hours 
at 32°C. 5ce. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture Teo 1st titre 2nd titre Tnerease 
ce. Ce. Ce; 

Glycocoll 10.8* 0.76 1.06 0.30 
” 103% 1.54 1.66 0.12 

” 9.6* 2.58 2.60 0.02 

” 10.8 0.70 1.66 0.96 

” 10.3 1.46 2.32 0.82 

” 9.6 2.52 3.32 0.80 

” 8.4 4.66 5,12 0.46 
Phosphate ie 7.6 0.96 1.18 0.18 
” 6.6 2.28 2.50 0.22 

” 5.0 3.62 3.70 0.08 
Glycocoll 4.6 5.20 5.30 0.10 
” 2.8 5.28 0.30 0.02 


Control: Glycerin used instead of the extract. 


= 
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TABLE XII. GuLIADIN. 


0.2 gm. gliadin, 1cc. extract A and 20 ce. buffer solution; kept for 22 hours 
at 32°C. 5 ce. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture eae ee 1st titre 2nd titre Increase 
Glycocoll 10.8 0.88 132 0.44 
& 10.2 1.70 2:22 0.52 
os 9.6 2.60 2,92 0.32 
oD 8.4 4,82 5.04 0.22 ; 
Phosphate 7.1 1.20 1.32 0.12 é 
” 5.4 3.98 3.44 ~ 0.14 
Glycocoll 4.8 5.22 5.20 — 0.02 
” 3.8 5.12 5.14 0.02 


When gliadin is mixed with water, it clots into a viscous mass and floats 
on the surface between the digest and the toluene. Therefore the experiment 
was repeated as follows: 0.2 gm. gliadin and 2 ce. distilled water were mixed 
in a small Erlemmeyer flask and kept overnight in a thermostat. Then the 
viscous mass adhered to the bottom of the vessel. Thereupon 15 cc. buffer 
solution and 1cc. extract A were poured in and the whole was kept for 23 
hours at 32°C. 


ec. Ce. | ce. 

Glycocoll 11.0 1.02 2.48 1.46 

- 9.2 2.56 3.82 1.26 

Phosphate 7.4 1.18 1.40 Wo 

” 5.2 3.24 3.30 0.06 

Glycocoll 4.8 4.76 4.78 0.02 

oy 2.8 4.76 4,74 — 0.02 
Conditions as above. 

ce. ce. ec. 

Glyeocoll TS 0.78 0.88 0.10 

” 10.4 1.28 1.30 0.02 

” 9.6 1.46 2.60 1.14 

” 9,2 2.62 3.90 0.88 

” 8.3 4,32 4,84 0.52 

” Go 4.66 4,80 0.18 


* Control: Glycerin used in stead of the extract. 
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TABLE XIII. ORnyZENIN. 


0.2 gm. oryzenin, lec. extract and 15 ce. buffer solution; kept for 20 hours 
at 32°C. 5 ce. digest are titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture Pe 1st titre 2nd titre Increase 

cee. CG: ce. 

Glyeocoll 10.8* 1.00 1.00 0.00 
” 10.2* 1.64 1.68 0.04 

” 9,5* 2.84 2.80 — 0.04 

2 10.8 1.08 2.04 0.96 

” 10.0 1.90 3.20 1,30 

” 9.4 2.92 4,16 1,26 

” 8.2 5.02 9.96 0.54 
Phosphate 7.2 1.42 1.66 0.24 
” 5.8 3.64 3.60 — 0.04 
Glycocoll 5.2 5.22 5,22 0.00 
” 5.0 5.30 5.40 0.10 

” 2:8 5.58 5.62 0.04 


* Control: Glycerin instead of the extract. 


C: Glycylglycin. 

The glycerin extract of the intestinal epithelium can digest 
the dipeptide at pH 8, viz. more to the acid side than other proteins. 
The fact that the dipeptide ferment is localized in the epithelium 
as, so to speak, an endo-enzyme, must be noted. (See Table XIV). 


CARBOHYDRASE. 


A: Amylase. 

It was in the year 1902 that Sawamura (1902) discovered 
in the intestinal juice of the silkworm a peculiar amylase that 
digests starch only in an alkaline medium. The experiment was 
repeated and verified by Kawase (1921) and by Jameson and 
Atkins (1921), the latter pointing out that the amylolysis was 
going on at pH 9,4, but the exact optimal pH was not measured. 
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TABLE XIV. GLYCYLGLYCIN. 


5 ec. 83% glyeylglycin, 1.5 cee. glycerin extract B and 15 ce. buffer sol.; kept 
for 22 hours at 28°C. 5cc. digest were titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture Eeocnen 1st titre 2nd titre Increase 
ce. ce. ce. 
Glycocoll 10.0 1.24 1.48 0,24 
*p 9.6 1,52 1.66 0.14 
% 9.2 1.76 1.78 0.02 
55 9.0 2.18 2.26 0.08 
be 8.2 4,32 5.86 1.54 


5ee. 2% glyceylglycin, 1.5 ce. glycerin extract B and 15ce. buffer sol.; 
kept for 8 hours at 28°C. 5 ce. digest were titrated with N/10 KOH. 


Buffer mixture i pee ie oe 1st_titre 2nd titre Increase 
iat ce. ce. ce. 
Glycocoll 8.8 9.6 2.66 3.12 0.46 
fs 8.3 9.0 3.98 5.42 1.44 
3 7.6 8.3 5.00 6,52 1.52 
Bs 7.4 7.8 5.72 7.00 1.28 
3 6.8 —_— 5.94 6.38 0.44 


The presence of amylase has also been reported in several other 
Lepidoptera (ef. Uvarov, 1928). 

There are two principles in the measurement of amylase, i.e. 
the measurement of the amylolytic activity and that of the saccha- 
rogenetic one. The former defines the condition of the earlier stage 
of the starch disintegration, while the latter is a measure of its final 
stage. Now in the present case, the saccharogenesis by the juice 
is the composite result of amylase and maltase action, since the 
crude intestinal juice is used. If the former has a different pH 
optimum from that of the latter, then the two optima of the starch 
disintegration by the juice must naturally be different according 
to the measure used, the saccharrogenesis or the amylolysis. 

Now, the writer has found the optimum for the amylolysis to 
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Taste XV. AMYLOLYSIS. 


2ce. 0.1% starch (soluble, Merck), 1 ce. glycerin extract B and 10 ce. buffer 
sol.; kept at 12°C. Tested for iodine reaction. 


Buffer mixture Glyeocoll Phosphate 


i 
or) 


pH of the digest 10.8 10.2 9.6. | 8.5 7.2 6.2 


Time in minutes 
5 


+ - 
10 + + 
+ + 
- - 


++ + 


15 
20 
25 - - ~ = 
30 - - ~ - 
35 - - = S = 
40 - - ~ - - 
45 - = P= ~ - 
50 - - - - | - 
55 - ~ = = = 
60 - - ~ - - 
65 - - ~ - = - 
70 ~ - - er a - 


++ +4 
+++ +44 


++tttt¢t++ + 


+e eee tetee test 


0.6 ce. 0.2% starch, 0.4 cc. extract A and 5ce. buffer sol.; kept at 10°C. 


Buffer mixture | Glycocoll 


er 
Go 
= 
0 


pH of the digest 


Time in minutes 


9.4 8.5 


16 
48 
65 
94 
100 
106 = = = 
112 o> es = 


Hea it 
ier 
et eet et 


| 
| 


+++ teest 


| 


362 O. Shinoda: 


TABLE XVI. SACCHAROGENESIS. 


5 ce. 3% starch 1 ee. extract B and 10 ce. buffer solution; kept for 24 hours at 
32°C. 5cc. digest were titrated with KMnO.. (cf. Rona, 10). 


Buffer mixture oor 1st titre 2nd titre Increase 

Ce. ee. ce. 

Glycocoll 10.6 0.13 1.67 1.54 
- 9.7 0.12 1.87 1.75 

. 9.2 0.13 2.06 1.93 
Phosphate 6.9 0.13 1.26 eS 

Conditions as above. 

CC: ce. ce, 

Glycocoll 9.2 0.31 2.38 2.07 
” 8.3 0.28 2.98 2.70 
Phosphate 6.8 0.32 2.79 2.47 
rs 5.1 0.28 0.77 0.49 
Glycocoll 4.4 0.33 0.35 0.02 
” 2.8 0:27 0.27 0.00 


be pH 9.5, whereas that of the saccharogenesis is at 8.0. This 
indicates, of course, that maltase has its optimal pH lower than 8. 

An amylase with its optimal pH of 9,5, as the results show, 
is an extraordinary discovery, and more detailed investigation of 
its mode of disintegrating starch at such a high alkalinity will not 
only be enzymatologically of much interest, but also may throw a 
light upon the chemistry of this polysaccharide. 


B: Maltase. 


The presence of maltase in the silkworm has been reported by 
several authors (Uvarow, 1928). Its optimal pH is, as is shown 
in the Table below, about 6.8. This is in accordance with the 
results obtained in the case of amylase. 
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TABLE XVII. MALTASE, 


10 ce. 2% maltose, 1.5 ec. extract A and 15 ce. buffer sol.; kept for 24 hours 
at 32°C, 10 ce. digest were titrated with permanganate. 


Buffer mixture ae 1st titre 2nd titre Increase 

Ce; Ce; Ce. 

Phosphate 7.8 7.16 7.78 0.62 

9 TA Toles 7.82 0.66 

” 6.8 7.20 8.18 0.92 

= 6.4 7.16 7.86 0.70 

” 5.9 7.50 8.00 0.50 

” 5.2 7.54 7.64 0.10 


C: Invertase. 


Invertase has also been found in several Lepidopteraous insects 
(Uvarow, 1928). Kawase (1921) observed that its concentra- 
tion in the intestinal juice is very low, whereas it exists in a more 
condensed state in the epithelial cells of the midgut, that is to 
speak, as an endo-enzyme. This observation was later verified 
physiologically by a feeding experiment by Hiratsuka (1925). 
The case is similar with protease and dipeptidase, and one may 
expect a more or less neutral optimum with this enzyme too. 

The pH optimum of invertase has in fact proved to be at about 
the neutral point, as is expected. Its activity is far greater than 
that of maltase. 


D: Cellulase. 


The presence of cellulase in insects is generally denied by 
previous authors. The digestion of cellulose in certain herbivorous 
insects is thus attributed to their symbiotic protista. In Lepidop- 
tera, cellulose seems not to be utilized by them, judging from the 
analytical-chemical data given by Kellner’s school (1884) with 
regard to silkworms, or by the writer (Shinoda, 1925) in the 
ease of Dictyoploca japonica, and it is rather hopeless to try and 
find any cellulose in this herbivorous insct, the silkworm. 
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TABLE XVIII. INVERTASE. 


10 ce. 10% sucrose (Merck), 1 ce. extract B and 15 cc. buffer sol.; kept for 
2 hours at 32°C. 10ce. are titrated with permanganate. The 
experiment was carried out in 5 series. 


Buffer mixture Deen ist titre 2nd titre Increase 
ce. ee. ce. 
Glycocoll 12.2 0.79 0.80 0.01 
5 10.7 0.80 0.83 0.03 
of 9.8 0.66 1.44 0.78 
of 9.2 0.69 3.08 2.39 
33 9.2 1,22 3.38 2G 
Be 8.3 1,24 6.05 4,81 
Phosphate Tee 1.20 6.47 5.27 
% 6.9 1.20 6.50 5.30 
9 6.9 1.12 6.18 5.06 
5 6.3 sili} 5.49 4.36 
Glycocoll 4.8 TEAL 1.41 0.20 
3 4.1 1,18 1.32 0.14 
* 2.4 1.49 2.59 1.10 

» rile 1.17 2.63 1.46 


10 ce. 10% sucrose, lec. extract B and 15 ce. buffer sol.; kept for 2 hours 
at 27°C. 10 ce. are titrated. 


Ce. ce. XE 

Phosphate 6.3 Ts} 4.70 3.07 
7 5.3 1.12 3.09 1.97 
Glycocoll 4.4 1,13 1.18 0.05 


* Control: Glycerin used instead of the extract. 


EK: Zytase. 


This enzyme is, as is tested with agar-agar, also absent in the 
silkworm. 
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TABLE XIX, CELLULASE. 


10 ce. intestinal juice and 100 cc. buffer sol. (glycocoll: pH 9.4) were mixed, 

from which 60 cc. were drawn out and mixed with 1 gm. a-cellulose. The 

remainder was kept as the control for autolysis. Further, 60 cc. buffer sol. 

were mixed the same quantity of cellulose for hydrolysis control. Temp., 
42°C. 10 ce. are titrated with permanganate. 


Time in days Experiment Autolysis control | Hydrolysis control 
Ce Ces Ces 
0 0.02 0.02 0.02 
3 0.22 0.05 0.18 
22 0.20 0.19 0.25 


TABLE XX. ZYTASE. 


5 ec. 1% agar-agar, 2 cc. intestinal juice and 15 cc. buffer sol. 


Control with 


boiled enzyme. Temp., 42°C. 5ce. are titrated. 
Buffer mixture Glycocoll Phosphate 
pH of the digest 6.8 
Time in days Experiment Control Experiment Control 

ce. ce! Ge: Ge; 
0 0.06 0.10 0.06 0.09 
2 0.21 0.24 0.16 0.15 
6 0.19 0.26 0,05 0.13 

LiIpasE, 


Kawase (1921) found lipase in the silkworm although the 
quantity is rather scanty. According to him, it acts in an alkaline 
medium. This enzyme has been found in several other Lepidoptera 
also (Uvarov, 1928). 

In the writer’s experiment, it was impossible to find out its 
optimal pH, because of the insignificant increase in acidity. 
Lipase in the silkworm seems to be, if present, minimal in its 


quantity. 
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TABLE XXI. LIPASE. 


2ee. olive oil (Pharmac. Holland.), 2 cc. 10% gum arabie and 10 ce. buffer 
solution were well shaken together, and 0.5 ce. extract A was added; kept for 
20 hours at 32°C. 5 cc. digest were titrated with 0.75N KOH in methyl alcohol. 


Buffer mixture ee 1st titre * 2nd titre Increase 

: ee. ce: ce. 

Glycocoll 10.2 0.34 0.38 0.02 

” be 9.4 0.46 0.50 0.04 

” 8.0 0.64 0.66 0.02 
Phosphate 7.0 0.26 0.30 0.06 

5 6.5 0.36 0.40 0.04 

” 5.4 0.46 0.48 0.02 


Other carbohydrases, such as lactase, which have been found in Blatta 
(Wigglesworth, 1927), but the presence of which in Laspeyresia 
molesta has been denied (Swingle, 1928), have not so much bio- 
logical significance in the case of the silkworm, so that no experiments 
were conducted with regard to them. 


SUMMARY. 


The pH of the intestinal juice of the 5th instar larvae of 
Bombyx mori after being starved for one day is ca. 9.8. 

Proteases, both from the intestinal juice and from the glycerin 
extract of the intestinal epithelium, have the same optimal pH of 
9.5. With the gliadin only, it is ca. 10. The protease can digest 
both vegetable and animal proteins and peptone. 

The digestion of glycylglycin oceurs only with glycerin extract 
of the epithelium, and its optimal pH is ea. 8. 

Amylase has its pH optimum at 9.5; maltase, at 6.8; and 
invertase, at 7.0. The composite optimum of amylase and maltase 
(the saccharogenesis by the crude intestinal juice) is 8.0. Cellulase 
and Zytase are absent. 

Disaccharide ferments are, as is the case with dipeptide fer- 
ment, localized to an extent in the intestinal epithelium. 

The most interesting and important thing is that the depoly- 
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merisation of the food materials (protein, starch) begins within the 
intestinal lumen by the juice secreted therein and goes on most 
favourably at the natural pH (9.5) of the juice, whereas the final 
disintegration of the end products of the above, so to speak, pre- 
liminary digestion (dipeptides, disaccharides) occurs rather ex- 
clusively within the epithelial cells and at more or less neutral 
reaction on their way from the lumen to the circulatory system. 
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INTRODUCTION. 


In the case of anemia produced experimentally, as well as in 
anemic diseases, lipemia was early observed by many investigators. 
Boggs and Morris (1909) found that the blood serum became 
milky white after repeated blood letting. In one severe case the 
ether extract in blood serum amounted even to ca. 4,5%. 
Morawitz and Pratt (1908), Sakai (1914), Horiuchi (1920), 
and Fischberg and Fischberg (1928) also confirmed this fact. 
Moreover Morawitz and Pratt experienced the appearance of 
lipemia in the phenyl-hydrazine anemia. Bloor and MacPher- 
son (1917) observed that the blood fat increased when the number 
of blood cells fell to half of its normal value per unit of the blood 
volume in some examples of pernicious anemia, secondary anemia, 
bothriocephalus anemia, cancer anemia and so forth. Harry and 
Dubin (1918) discovered a high content of the blood fat in serum 
of anemic dogs, infected experimentally by tripanosomes. Bloor 
(1920) investigated the variation of phosphorous content in blood 
and concluded that a notable change was recognised in lipoid 
phosphorous alone. Lipoid phosphorous increased to a remarkable 
extent. These studies on the blood fat were all related to the 
pathology of anemia. 

On the other hand, some authors considered some relations 
between the variations of the blood fat and the genesis of anemia, 
from the fact that the unsaturated fatty acid causes anemia when 
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administered to an organism and that cholesterol has antihemolytic 
power. Faust and Tallquist (1908), for example, said that the 
bothriocephalus anemia ought to be reduced to the cholesterol 
oleate which is contained in the proglottis of the parasite. Faust 
reported: that anemia occurred even in dogs which were fed on 
oleic acid for a long time. Beumer (1919) denied this result. 
Joamovies and Pick (1909-1910) produced fat infiltration of 
liver by the subcutaneous injection of toluylenediamine, found 
an increase of the content of unsaturated fatty acid in liver, and 
anounced that the unsaturated fatty acid, here obtained, might 
have some relation to the destruction of blood. By the blood 
analysis of anemie patients Bloor came to the conclusion that any 
change sufficient to bring hemolysis was missing to the eye, but 
since the cholesterol content was low thereby as a rule, further 
investigations were needed. It was because cholesterol itself has 
antihemolytic power. Gibson and Howard (1923) found that 
in a severe case of pernicious anemia the blood fat was low and 
the jodine number high, and these changes were reversed in pro- 
portion as the anemia was overcome. But they were able to find 
no evidence that a highly unsaturated fatty acid would be produced 
in the intestines. Bodansky (1925) observed no change of the 
blood fat in the grade of unsaturation in the case of hydrazine 
anemia and concluded that the unsaturated fatty acid was not 
responsible for the production of anemia. After all, proof seems 
to be wanting in any reliable experiment that the qualitative or 
the quantitative change of the fat in an organism is related to the 
production of anemia. 

Hitherto there have been miscellaneous theories about the 
origin of anemic lipemia. Boggs and Morris (1909) conceived 
the lost of protein, the deficiency of oxydation in blood, ete. as 
some of the possible causes for the production of bleeding lipemia. 
They thought of the inereased blood fat as occurring from the 
deposit fat, but not directly from the food fat, because they found 
a loss of subcutaneous fat deposit in anemic animals. Sakai how- 


my 
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ever proved that the increase of the blood fat has its origin in 
the body fat as well as in the food fat and found the entire diminu- 
tion of lipase action at the same time. The experience of Under- 
hill and Baumann (1916) was that the increase of the blood 
fat is always accompanied by a diminution of blood sugar in 
hydrazine anemia. Referring to the results of Mandel and Lusk 
that the sugar hungry cells attract a greater quantity of fat than 
is needed, they imagined some variations between the fat and 
carbon hydrate metabolism. Furthermore, Horiuchi indicated 
that the mobilization of tissue fat occurs easily in bleeding, as test 
animals fall into a state of inanition, and this, together with the 
diminution of the lipolytic action in blood causes lipemia. A high 
erade of unsaturation of lecithine and neutral fat in anemic blood 
plasma was found by Bloor and he suggested that there is an out- 
flow of fat marrow into the blood stream, resulting from the 
stimulation of bone marrow. Fischberg and Fischberg claimed 
that the increase of the blood fat may have its biological meaning 
in compensating the sudden lost of the colloid osmotic pressure 
of blood protein. Just as the causes of anemia are different, so 
also are the causes of lipemia. 

Prof. Osato and the author of this paper (1928) reported of 
late that the three fractions of fatty substance, i.e. cholesterol, 
the total fatty acids and lecithine in tissue material are capable 
of being estimated readily by using only a small quantity of 
material by our own method. In this paper the author adopted 
this method and -investigated how the blood fat changes and how 
this is related to the change of the fat content in organ tissue in ease 
of the phenyl-hydrazine anemia and the bleeding anemia. 

Rosenthal and Holzer (1920) studied the grade of un- 
saturation of fat in the spleen of severely anemic people. Yoshi- 
naka (1928) investigated recently the distribution of cholesterol 
in various organ tissues of rabbits which were rendered anemic 
experimentally in different ways. 
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Experiment. 


I. PHENYL-HYDRAZINE ANEMIA. 


White male rabbits, 2,5-3,0 kg. of weight, were distributed in 
two lots of 8 each. The blood cells of all animals were counted 
before the experiment and they were all confirmed to be normal. 
One half of each group were injected subcutaneously with about 
2ee. of 1% phenyl-dydrazine solution a day per 1kg. of weight 
four times and the test animals were made extremely anemic. They 
were all fed on Okara (Dentzia crenata) and sweet potato. At the 
different stages of recovery from anemia (from the severest anemic 
one after the last injection till the entirely recovered one) each 
rabbit was killed by bleeding from the carotie arteria and contrasted 
with a healthy rabbit killed on the same day. Of blood, liver, 
kidney, lung, spleen, heart muscle, and skeletal muscle, the content 
of the total fatty acids, cholesterol, lecithine and the iodine number 
of the petroleum-ether extract were estimated. 

Analytical methods. Blood fat was estimated by Bloor’s 
procedure and the other tissue fat by Osato-Heki’s method. The 
iodine absorption was measured by Hanus’ method with a definite 
amount of petroleum ether extract, obtained in the above way 
and was calculated as follows. 


0.1269 x A 100 


0.65 « c) \ eeeeee 


F 


A: the amount of thiosulfate in ce. corresponding to the absorbed iodine. 

B: specimen of tissue material in gm. corresponding to the amount of 
petroleum-ether extract used. 

C: cholesterol in %. 

F: the total fatty acids in %. 


The iodine amount, due to cholesterol, colorimetrically measured, 
was substracted from that of the total petroleum-ether extract. 

While Hanus’ method is available for micrometrical use, yet as 
a quantity of the specimen was needed for the estimation of the 
iodine number of tissue fat, 100 ce. aleohol ether extract was 
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prepared with 6 ce. of blood and plasma, 1 gm. of liver, the whole 
amount of spleen, 2 gm. of lung, kidney, and heart muscle, 4 gm. of 
skeleton muscle each. 40 ce. of the above extract each was used 
for the iodine number, and for the measurement of cholesterol and 
the total fatty acids. And with another definite amount of extract 
lipoid phosphorous was estimated. 

Results. Data are given in the following table. Through 
the whole experiment, lipemia was observed in only one example, 
the most anemic one. The total fatty acids increased much in 
blood corpuscles as well as in blood serum. At the same time liver 
was saturated with fatty acids, perhaps with neutral fat, and the 
other organs and muscles also were rich in the content of fatty 
acids, but not so distinet as in liver tissue. Cholesterol, particulary 
of the lung, decreased thereby and that of the heart muscle in- 
creased manifestly. The spleen of strongly anemic rabbits became 
generally 2 or 3 times as large as its normal size and the concentra- 
tion of lipids was not varied. Further, no remarkable change was 
observed between the anemic and the contrasted animals. These 
results are however mainly of animals of which anemia had gra- 
dually recovered itself. At any rate lipemia in case of the phenyl- 
hydrazine anemia may only appear in the severely anemic rabbit 
(R.B.C. 1,0m., Hemoglobin, Sahli, 7, at least for example.) In 
one example where the rabbit had almost recovered from anemia, 
lipemia was observed in blood serum and the content of fatty 
acids in the liver diminished extremely at the same time. More- 
over that the fat content in the liver was extremely minimized 
was also shown, by one non anemic rabbit of which the concentra- 
tion of fat in the blood was low here. Such a phenonemon is per- 
haps the reflection of the mobilization of fat in tissue. From the 
point of view of the hydrazine anemia, lipemia shall appear only in 
severely anemic rabbits. It is not known from this experiment 
whether the animals which recovered from anemia were also 
restored from lipemia at the same time and consequently the 
problem as to what order the abnormal distribution of lipids in 
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TABLE I (b) 


Content of fatty substances in organs of animals used for 
phenylhydrazine anemia experiment I. 


The whole blood. 


No. of | Ch. F. 1, Tod. No. of | Ch. F, 1b. Tod. 
Animal] % % % No. |} Animal] % Ye % No 
— — == aa = if 0,07 0,27 0,15 Sos) 
al 0,05 1,08 0,25 81,7 & 0,97 0,31 0,16 27,0 
5 0,06 0,35 0,22 04,2 6 0,07 0,43 0,20 21,1 
10 OedaL: 0,24 0,29 46,0 — — — _— — 
9 0,07 0,16 0,06 43,8 8 0,09 0,22 0,21 48,0 
Blood plasma 
No. of | Ch. 1, L. Tod. No. of | Ch. iB L. Tod. 
Animal| % % % No. || Animal} % % % No 
— — — = == 7 0,04 0,21 0,06 68,0 
1 0,06 1,14 0,19 78,6 3 0,04 0,15 0,04 18,0 
5) 0,05 0,35 0,22 04,2 6 0,04 0,33 0,98 27,2 
10 0,05 0,20 0,08 48,7 = SS z — — 
9 0,07 0,16 0,06 40,9 8 0,05 0,05 0,47 = 
Liver. 
No. of |Weight| Ch.| F L. | Iod.|| No. of |Weight} Ch.| F. | L. | Iod. 
Animal] gm. va %. % | No. ||Animal| gm. % % We il ING: 
~~ ~ | —-| —|-|] = 7 | 68,0 | 0,27] 2,87| 2,43] 31,5 
1 | 84,5 | 0,20] 6,75| 2,76| 79,9] 3 | 57,5 | 0,27| 2,56] 2.37| 83,7 
5 67,0 0,22) 3,62) 2,37) 87,2 6 44,5 OsSailRosan! yl} 54,1 
10 72,0 0,52] 3,62] 4,21| 87,9 — — - oo — — 
9 0,60} 3,00} 2,91] 85,3 8 66,0 0,28} 0,86] 0,31] 63,6 
Spleen. 
No. of |Weight) Ch. | F. L. | Iod.|| No. of |Weight] Ch.| F. 1G, |) Warel. 
Animal} gm. % WV % No. ||Animal| gm. % We % No. 
i Re | ee ie 7 1,0 | 0,31] 1,69| 2,71) = 
1 2,5 | 0,26] 1,93| 1,17] 67,7|| 3 0,8 | 0,40] 1,94] 149} — 
Hi 4,8 OFT |S 2a Sos eos 0) 6 0,7 0,35.) 2,33 2,12) — 
10 1,6 0;47 | 1,25) 1,66)" 7356 — — — == = — 
9 1,5 | 0,24] 1,58] 1,69! 80,5 8 © | 0638" Se75: 4s | 
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No. of | Weight 
Animal} gm. 


1 15,0 
5 13,0 
10 12,5 
9 12,5 


Lung. 


No. of | Weight 


. | Animal] gm. 
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No. of | Weight 
Animal] gm. 


| 
WMO. | 
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Heart Muscle. 


No. of | Weight 


. || Animal} gm. 


ey 


ws 


bo bo w& 


. 


Uke 
Lo 00 
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“I 
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bo 


No. of | Weight 
Animal) gm. 


= 
moOUr 


0,38] 3,31] 1,94 
0,11] 2,24] 2,08 
0,18} 2,19] 2,37 
0,25| 2,81) 2,06 


No. of | Weight 


Animal]| gm. 


i 4,6 
3 7,0 
6 557 
8 4,5 
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bo bd bo 
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Skeleton Muscle. 


No. of | Weight 
Animal] gm, 


x 
<a 
Ex 


Couke 


0,81} 0,57 


0,05 

0,05] 0,59] 0,49 
0,06) 0,59} 0,63 
0,09} 0,75) 0,55 


No. of | Weight 
Animal} gm. 


a Own 


No. 


63,3 
82,9 
71,4 


102,4 
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TABLE II (b) 


Content of fatty substances in organs of animals used for 
phenylhydrazine anemia experiment II. 


The whole blood. 


' No. of Ch. 1 Gy No. of Ch. Ly 
Animal % % % Animal % % 
— — — — 5 0,09 0,25 
4 0,09 0,42 0,21 8 0,07 0,48 
2 0,10 0,28 — if 0,06 0,26 
3 0,09 0,24 0,21 == == == 
dk 0,06 0,21 0,19 6 0,12 0,29 
Blood plasma. 
No. of Ch. F. id No.of | Ch. F. 
Animal % % Animal % a 
_— == = — 5 0,04 0,25 
4 0,05 0,10 0,04 8 0,04 0,27 
2 0.06 0,17 == th 0,02 0,17 
3 0,04 0,22 0,12 = — — 
a: 0,03 0,64 0,00 6 0,07 0,28 
Liver. 
‘No. of | Weight | Ch. FF, 1D No. of | Weight | Ch. F, 
Animal] gm. % Ns % Animal] gm. We Ke 
— = 5) 61,0 0,25 4,12 
4 72,0 0,31 BO 2,10 8 56,7 0,64 6,62 
2 88,0 0,31 2,75 — o 58,0 0,29 2,62 
3 62,0 0,37 5,00 3,74 = — — = 
il 84,5 ONG 0,85 3,00 6 62,9 0,57 4,12 
Spleen. 
No. of | Weight} Ch. ie L No. of | Weight | Ch. F, 
Animal] gm. ow % Xe Animal] gm. % % 
-- — — — — 5) IY WS OLS || aves 
4 ae 0,23 1,22 0,89 8 1,6 0,45 212 
2 1,0 0,45 Aout 5 i 0,9 052 1,81 
3 1,2 0,37 1,79 Aig = — _— — 
1 0,8 0,27 1,94 0,74 6 0,9 0,40 1,56 
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Kidney. 
No-of | Weight| Gh. | B. | de +) oof | Weignt| ch. | 2001 1. 
Animal] gm. % % % (|| Animal] gm. % % % 
— — —_ = — 5 14,0 0,30 2,46 1,85 
4 12,5 0,47 2,41 1,51 8 13,0 0,53 2,21 2,91 
2 16,0 0,51 2,61 : ue 11,5 0,38 2,78 oe 
3 12,0 0,35 2,95 3,01 = = — _— — 
a EEO 0,43 2,50 2,56 6 12,0 0,57 2,84 8,32 
Lung 
No. of | Weight | Ch. sy 1 No. of | Weight} Ch. Ey iD. 
Animal} gm. Ye % We Animal] gm. %G Ws % 
_ a aa =a _ 5 10,0 0,38 2,17 2,10 
4 8,0 0,46 2,27 1,51 8 7,0 0,66 2,60 2,89 
2 13,0 0,85 3,12 1,62 7 9,0 0,56 8,54 — 
3 8,0 0,53 2,95 3,50 _ — — _ 
1 9,3 0,49 2,37 2,08 6 8,0 0,64 2,89 2,83 
Heart Muscle. 
No. of | Weight} Ch. F. L. No. of | Weight | Ch. F, L. 
Animal} gm. % % % Animal} gm. % % % 
= — —_ — —_— 5 8,5 0,11 1,81 1,26 
4 6,0 0,10 1,87 1,18 8 6,5 0,14 2,12 1,26 
2 8,0 0,12 2,12 1,66 vf 7,0 0,09 2,18 
3 4,5 COM Mab 2,43 2,10 _— = =a a ws 
if 5,0 0,12 2,05 1,38 6 5,0 0,14 Daye 1,89 
Skeleton Muscle. 
No. of | Weight | Ch, gh L. No. of | Weight | Ch. {ol 16 
Animal] gm, We % % Animal} gm. % % % 
_— —_— _— — 5 0,07 0,41 0,54. 
ao 0,05 0,64 0,71 8 0,04 0,60 0,54 
2 0,05 0,59 = 7 0,04 0,81 
3) 0,03 0,64 0,67 — — ree _— 
1 0,05 0,69 0,70 6 0,06 O77 0,66 
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TasBLe III (b) 


Content of fatty substances in organs of animals used for 
bleeding anemia experiment. 


The whole blood. 


No. of (Chitg e ABs ‘Big Tod. No. of Ch. ne ip. 

Animal] % we wy No Animal] % ye % 
1 0,07 0,41 0,16 _— 2 0,08 0,15 0,17 
4 0,09 0,68 0,25 66,9 b) 0,08 0,25 0,19 
53 0,07 0,44 0,27 76,2 — — —_ oa 
6 0,08 0,48 0,24 26,6 Us Ost 0,15 0,18 
8 0,08 0,37 0,23 54,5 9 0,11 0,09 0,20 


Blood plasma. 


No. of | Ch. in L. Tod. No. of | Ch. in be 
Animal] % % % No. || Animal}. % % % 
al; 0,04 0,31 0,07 22,2, 2 0,01 0,06 0,05 
4 0,07 0,62 0,14 88,8 5 0,01 0,15 0,03 
3 0,04 0,37 0,12 95,9 =e oa = — 
6 0,02 0,06 0,06 | 261,5 vat 0,01 0,12 0,04 
8 0,03 0,06 0,06 | 293 9 0,04 0,05 0,07 
Liver. 
No. of |Weight} Ch. | F. L. | Iod. || No. of |} Weight} Ch. int L. 
Animal| gm. % | % | % | No. ||Animal| gm. el BA % 
il 93,0 0,36] 4,75] 2,95) 48,6 2 85,5 0,25] 3,25] 2, 
4 78,3 0323) 7,601) 2,0 loss 5 85,0 0,32] 4,12) 2, 
3 85,5 0,28] 2,87) 2,53] 97,6 = = == = 
6 68,9 0,20] 2,62] 4,08 }155,5 7 65,7 0,45] 3,25] 2 
8 58,0 0,23 = 3,62)| -2,971133,4 9 49,0 0,41} 2,75] 3, 
Spleen. 
No. of |Weight} Ch. | F. L. | Tod. |] No. of |Weight} Ch. | F ale 
Animal] gm. % % % | No. ||Animal| gm. We % OK 
1 1,26 0,21| 4,17| 3,69) 44,2 2 1,28 0,44} 1,69] 1 
+ 0,99 0,31) 3,50) 1,73) 49,5 5 1,05 03353 esp Tied 
3 1,00 0352'} 5,87)" 1,72i) 30,1 — = = —_— 
6 1,30 0,36] 4,51] 1,94] 42,2 7 1,06 0,46] 1,51] 1 
8 0,72 0,48) 1,05] 1,25]199,6 9 1,36 05386)) 1525) 2 
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tissue restored themselves is unsolved. In animals where anemia 
was so far developed as to cause lipemia, it was found that as a 
rule they were at the point of death; consequently it was difficult 
to trace the order of the restoration of the distribution of lipids in 
the tissue. 


Il. Bureping ANEMIA. 


9 white male rabbits, 2,5 to 3,0 ke. of weight, were examined in 
this course of investigation. From the ear vein of 4 rabbits, ca. 
30 ee. blood was taken four times once a day. At the different 
stages of recovery from anemia quite as in the above experiment an 
anemic animal and a contrasted healthy one were killed by bleeding 
on the same day after 24 hours long fasting. The analytical 
methods were also just the same as in the hydrazine anemia. 

Results. As will be seen in the next table, the total fatty acids 
in blood were increased generally till a certain stage of recovery 
from anemia had been reached. In the detail as indicated in No. 1, 
3, 4, of which the hemoglobin number was below 54, slight lipemia 
was observed in blood plasma as well as in blood corpuscles, while 
in No. 6 and 8 the content of fatty acids was high only in corpuscles, 
notwithstanding the fact that anemia had been cured almost 
entirely and that lpemia in plasma had already disappeared. 
Furthermore the increase of the total fatty acids in the spleen was 
observed in No. 1, 3, 4, 6, whereas the size of the spleen was not 
enlarged. In severer cases of anemia (No. 1, 3,) the content of 
neutral fat in the liver was also very high. Cholesterol in the heart 
muscle was much increased in the most anemic rabbit, killed very 
soon after the last blood letting. It may also be an abnormality 
that in rabbits, on the way to recovery from anemia, the total fatty 
acids were much in evidence in the lung, kidney, heart and skeleton 
musele as compared with those of normal rabbits. 


DISCUSSION. 


Lipemia in the bleeding anemia of Boggs and Morris, 
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Fig. 1. Phenylhydrazine Anemia. Fig. 2. Bleeding Anemia. 
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Sakai and Horiuchi was severer than that seen in the above 
experiment. Blood was taken more frequently, (the whole quantity 
of blood taken consequently much larger than in our experiment) 
and anemia itself was severer than in our experiment. And it was 
found in my anemic rabbits also that the fat content was evidently 
richer in blood than in the non-anemic ones. In case of the. 
phenyl-hydrazine anemia, however, only the severest anemic one 
was highly lipemic and in other cases no difference was observed 
between the test and the contrasted animals. From this fact, we 
ean conclude that in bleeding anemia the mobilization of fat occurs 
more easily than in hydrazine anemia. From whence this lipemia is 
originated was not determined by the estimation of lipids in the 
organ tissue by this experiment alone. The high content of the 
blood fat was accompanied by the increase of fatty acids in the 
liver as a rule, but even when the liver was more saturated with fat, 
the blood fat was always low in normal rabbits, which had fasted 
for 24 hours. The infiltration of fat in the liver is derived from 
the deposit fat by mobilization after the classic investigations of 
earlier authors. Although we can not deny the diminution of 
lipolytic power in the blood, yet from the above experiment we 
conclude that the source of anemic lipemia is likely to be the 
mobilization of the depot fat. 

The intense increase of lipoid P., as Bloor reported, was 
missing in the above data. Nor was the decrease of the content of 
cholesterol in hematopoetic organs, as Yoshinaka observed in 
anemia of rabbits, confirmed by this experiment. No definite 
variation was found in the iodine number and as for the remarkable 
increase of cholesterol in the heart muscle in the most highly anemic 
rabbits, the fact is merely noted. An explanation is postponed 
for a future investigation. 


SUMMARY AND CONCLUSION. 


In the present paper, data are presented on the distribution 
of the total fatty acids, the total cholesterol and lipoid phosphorous 
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in the blood, liver, lung, kidney, spleen, heart- and skeleton muscle 
of anemic rabbits, and the following conclusions are drawn. 

1. Lipemia was observed in ease of the phenyl-hydrazine 
anemia only in a rabbit where anemia was most highly developed 
prior to death, whereas in case of the bleeding anemia in almost 
all the test animals even where anemia was not so advanced as 
because of the hydrazine poisoning. 

2. In the bleeding anemia, the concentration of the total fatty 
acids in the whole blood was high in every stage of recovery from 
anemia. The fact that the fat content in the whole blood was yet 
high in almost recovered ones, in spite of the normal content in 
the plasma, indicates that even after the recovery from anemia, 
blood cells were much charged with fat. 

3. In the bleeding anemia, the content of fat in the spleen 
was also increased till a certain stage of recovery from anemia. 
The high content of fat returned to normal after the disappearance 
of lipemia in the blood plasma. The size of the spleen was not 
varied thereby. In the phenyl-hydrazine anemia the size of the 
spleen enlarged itself greatly and the content of fat was not 
changed on the contrary. 

4. Lipemia was not necessarily accompanied by increase or 
decrease of fat in the liver. In the lipemia of the phenyl-hydrazine 
anemia and in the earlier stage of the bleeding anemia the content 
of fat in the liver was increased as a rule, compared with the non- 
anemic rabbits. 

5. An abnormally high content of fat was observed in lung, 
kidney, heart and skeleton muscle in eases of partial recovery from 
bleeding anemia. 

6. No definite results were obtained about the distribution of 
cholesterol throughout the whole experiment. Only in the severest 
eases of lipemia, in two kinds of anemia, cholesterol increased 
remarkably in the heart muscle. 

7. In respect to lipoid P. there was not observed any remark- 
able variation. 
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The author offers many thanks to Dr. Osato for his helpful 
advice in carrying out this investigation. 
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UBER DEN EINFLUSS DER GALLENSAURE AUF 
DEN CALCIUMSTOFFWECHSEL. 


VON 


TADAO SEKITOO. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 23. Dezember 1929.) 


Es ist bekannt, dass die vegetativen Organe vom Vagus und 
Sympathicus innerviert werden, deren Wirkung zumeist eine 
antagonistische ist. Nach Zondek (1929) rufen die nervosen 
Erregungen der vegetativen Organe eine Konzentrationsanderung 
der Elektrolyte hervor, die sich entsprechend der antagonistischen 
Funktion der Nerven in zweifacher verschiedener Weise auswirken 
kann. Weiter hat er behauptet, dass bei den vegetativen Organen 
bestimmte Ionen (z.B. Kalium und Calcium) fast immer eine 
antagonistische Wirkung hervorrufen, und dass zwischen der Wir- 
kung der vegetativen Nerven und der Elektrolyte eine so innige 
Beziehune besteht, dass die Wirkung der Nerven durch die der 
Elektrolyte ersetzt werden kann. In oben erwahntem Sinne habe 
ich (1929) bei Zufuhr von Gallensadure die Elektrolytenveranderung 
im Blut bzw. im Harn des Kaninchens untersucht und gefunden, 
dass das Calcium sich dadurch im Harn und im Blut deutlich ver- 
mehrt. Daher kann man wohl annehmen, dass bei Zufuhr von 
Gallenséure eine Verteilungsinderung der Elektrolyte in den 
Geweben entsprechend der Nervenfunktion oder Mobilisierung der 
Elektrolyte aus den Organen eintreten kdnnte, deren Folge in Harn 
und Blut wahrzunehmen ist. 

In hiesigem Institut hat Tsuji (1929) gefunden, dass die 
hypoglykamische Wirkung der Gallensadure, die von Misaki (1927), 
Taku (1928), Murakami (1928) und Okamura (1928) bewiesen 
wurde, bei Ausschaltung der N. Splanchnici teilweise ausbleibt. 
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Auf Grund dieser Tatsache kann man wohl annehmen, dass die 
Vermehrung des Calciums in Blut und Harn bei Zufuhr von Gallen- 
sdure zu der dadurch beeinflussten Funktion der vegetativen Nerven 
in inniger Beziehung steht. Nach Autoren wie Misaki, Mura- 
kami und Okamura wirkt die Gallenséure gegen das Adrenalin 
antagonistisch, das auf den Sympathicus reizend wirkt, ebenso wie 
das Calcium, dessen Wirkung durch die Untersuchung von Zondek 
(1922) bewiesen wurde. 

Nach Kitayama (1927) soll das Zuckerzentrum in der 
Medulla oblongata die Adrenalinausschiittelung aus der Nebenniere 
unter Vermittelung der N. Splanchnici bewirken, dadurch den 
Calciumwert im Blut vermindern und im Calciumhaushalt eine 
erosse Rolle spielen. Aus diesen Befunden ersieht man eine sehr 
innige Beziehung zwischen dem Calciumstoffwechsel und der vegeta- 
tiven Nervenfunktion, welch letztere zu der Wirkung der inner- 
sekretorischen Substanzen in unverkennbarer, inniger Beziehung 
steht, wie es auch durch die Adrenalinwirkung bewiesen wird. 

Da die Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel und bei der 
Herzfunktion eine hormonale Wirkung hat, wie durch die Unter- 
suchung von Hosokawa (1927) bewiesen wurde, so ist es von 
sehr grosser Bedeutung, die Zusammenhange zwischen vegetativer 
Nervenfunktion und der Wirkung der Gallensaiure festzustellen, 
von denen die erstere zu dem Calciumstoffwechse! in inniger Be- 
ziehung steht. In diesem Sinne habe ich den Calciumstoffwechsel 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht; anderseits auch um 
festzustellen, ob eine hormonale Wirkung der Gallensiure wirklich 
im Calciumstoffwechsel besteht. 

In einer frttheren Mitteilung (1929) habe ich schon bemerkt, 
dass das Calcium im Blut durch den Verlust der Gallensiure aus 
dem Organismus, bzw. durch Ableitung der Galle nach aussen aus 
dem Organismus, vermindert sein miisste, weil das Caleium im Blut 
durch die parenterale iiberschiissige Zufuhr von Gallensdiure erhoht 
wird und im Sinne der Sympathicusreizung wirkt, und weil die 
Wirkung des Sympathicus in den Organen in der Richtung des 
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Calciums liegt. Im Gegensatz hierzu ist man wohl der Ansicht, 
dass das Calcium im Blut durch die tiberschiissige Zufuhr von 
Gallensiure, z.B. beim Stauungsikterus, wobei die Gallensdure 
durch den Riickfluss aus der Leber im Blut itiberschiissig sein 
wurde, gesteigert wird. 

Weiter miisste die durch den Verlust der Gallensiiure aus dem 
Organismus bei Gallenblasenfistel hervorgerufene Verminderung 
des Caleciumgehaltes im Blut durch die perorale Zufuhr der Gallen- 
sdure wieder in eine Vermehrung des Blutcalciums umegesetzt 
werden. 

In oben erwihntem Sinne habe ich den Calciumgehalt des 
Blutes bei experimentellem Stauungsikterus, bei Ableitung der 
Galle durch Gallenblasenfistel, bei Wiederzufuhr yon Gallenséuren, 
die bei Ableitung der Galle verloren gegangen waren, und bei 
peroraler Zufuhr derselben beim Kaninchen untersucht. Die Re- 
sultate sind im Folgenden in Tabellen zusammengestellt. 


Experimenteller Teil, 


METHODIE. 


Zum Versuch wurden gut ausgewachsene Kaninchen von 
moglichst gleichem Korpergewicht benutzt. Vor dem Versuch 
wurden sie immer 1—~2 Wochen lang mit einer bestimmten Nahrung 
gefiittert: 50 ¢ getrocknete Okara, 50@ Gemitise und 120-150 ecm. 
Wasser. Der Versuch wurde immer morgens friih in der niich- 
ternen Zeit des Kaninchens ausgefiihrt, erst 6-10 Stunden nach dem 
Versuch wurde die Nahrung an die Kaninchen verfiittert. Am 
nachsten Tage, wieder in der niichternen Zeit, wurde der Versuch 
wiederholt. Aus den Ohrvenen wurde mittels Injektionsnadeln das 
Blut, ungefahr 5-7 cem., abgefangen und der Calciumgehalt dieses 
Blutserums durch die von Inouye modifizierte Methode von 
De Waad bestimmt. 

Die Calciumbestimmung des Blutes wurde zuerst vor dem 
Versuch einmal, dann nach je einer Stunde fortlaufend 5-8 Stunden 
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lang und noch weiter nach 20-60 Stunden vorgenommen. Dabei 
wurde immer dieselbe Menge Blut entnommen und allemal eine 
doppelte Bestimmung ausgefiihrt. Als Kontrolle wurde der Hin- 
fluss der Blutentnahme und der Probelaparatomie auf den Blut- 
kalkgehalt beobachtet, und die Laparatomie genau wie bei der 
Operation des Stauungsikterischen Kaninchens oder des Gallen- 
blasenfisteltragenden ausgefiihrt. Genaueres wird weiter unten 
angegeben werden. 


1. EINFLUSS DER BLUTENTNAHME AUF DEN CALCIUMGEHALT 
DES BLUTES. 


Nach den Angaben von Graut und Gates (1925) ist der 
Blutkalkspiegel bei Kaninchen je nach der Jahreszeit ganz ver- 
schieden. Kusa teilt die Blutkalkmenge von 15 Kaninehen mit 
und fand den durehschnittlichen Wert 13.41%mg. Kitayama 
berichtet als durchschnitthchen Wert 14.52%mg von 69 Kaninchen. 
Der Kalkgehalt des Blutes ist also bei jedem Tier individuell ganz 
verschieden. Bei meinen Versuchen habe ich den Kalkgehalt des 
Blutes fortlaufend nach je einer Stunde bestimmt. Danach er- 
scheint es wohl moglich, dass die Blutentnahme selbst auf den Blut- 
kalkgehalt des Kaninchens irgendeinen Einfluss ausiiben diirfte. 
In diesem Sinne wurde der Kalkgehalt des Blutes als Kontrolle in 
Intervallen von einer Stunde 4 mal, und in solechen von 2 Stunden 
einmal, nach 22 Stunden und 48 Stunden einmal je doppelt nach 
der von Inouye modifizierten Methode von De Waad bestimmt. 
Die Resultate sind in folgenden Tabellen zusammengestellt. 

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass der Kalkegehalt des 
Blutes durch die fortlaufende wiederholte Blutentnahme allmihlich 
herabgesetzt wird, um nach 48 Stunden wieder den Anfangswert 
zu erreichen. Der Verminderungsgrad betraigt um 8.9-21%, der 
Grad ist also je nach dem Tiere verschieden. 
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TABELLE I. 

Nr. 1 2 3 4 5 

Datum 10/X 10 1 12 12 
fee so 2360 2680 2440 2660 3070 
Vor 14.5 14.7 14.2 15.1 15.1 
Nach 1 St. 14.4 14.6 14.5 14.3 14.6 
2 13.9 13.6 14.1 13.9 » 14.2 

Caters 3 13.7 13.3 

4 13.7 13.5 13.8 13.6 13.5 
6 13.8: 12.7 12.7 13.0 12.9 
8 13.2 11.6 12.4 12.2 13.0 
22 13.1 12.8 13.7 15.0 15.0 
48 14.0 14.9 14.4 


2. EINFLUSS DER LAPARATOMIE AUF DEN BLUTKALKGEHALT. 


Hierbei wurde als Kontrolle der Hinfluss der Blutentnahme 
auf den Blutkalkgehalt nach der Laparatomie untersucht, weil bei 
Ableitung der Galle, bei Gallenblasenfistel und experimentellem 
Stauungsikterus eine Laparatomie ausgeftihrt werden muss. Nach 
der Beendigung der Laparatomie wurde in einem bestimmten 
Zeitintervall der Blutkalkgehalt untersucht, und dieser Wert mit 
dem vor der Operation verglichen. 

Die Tabelle II zeigt, dass der Kalkgehalt in der Zeit von 
5 Minuten bis zu 1-2 Stunden nach der Operation durch die 
Laparatomie etwas gesteigert wird und danach wieder im Laufe 
von 22-47 Stunden den normalen Wert erreicht. Es scheint mir, 
dass diese voriibergehende schwache Steigerung des Caleciums im 
Blut nach der Laparatomie auf den Vagusreiz bei der Operation 
und die allmahliche Herabsetzung des Blutkalkwertes, teils auch 
auf die durch die Blutung hervorgerufene Hydraimie zuriick- 
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TABELLE II. 
Nr. 1 9 3 4 5 6 7 8 
Datum 19/VIIE | 16" 21 | “e3 f ee ee Sixes 
rte oleae 2250 | 2400 | 2350 | 2400 | 2700 | 2360 | 2650 | 2340 
Vor 1S8t. 125 | 194] 13.4] 191] 13.5| 11.0] 121 | 13.3 
5 Min. 132 | 19.8 °513.5 13.7 | 12.0] 12.6] 13.2 
Nach 1 St. 12.7 | 124| 13.5] 119 | 134] 12.5 | 12.2 | 12.9 
Ca mg% 3 12.7 11.9 | 13.2] 19.1 | 13:6] 10.8 | 11.5 | 12.1 
5 124 | 123] 12.6] 126] 13.3] 107} 11.5] 115 
29 12.5 123) 01-7.) 13.8 12.2} 11.5 
30 12.7| 12.9 
47 12.9 | 12.9] 13.7 13.4 12.2 | 13.1 


zufiihren ist, die von Nakashima (1923) in seinem Versuch bei 
wiederholtem Aderlass des Kaninchens bewiesen wurde. Aus der 
Tabelle II sieht man, dass die spatere Verminderung des Blutkalks 
nach der Laparatomie in den meisten Fallen hochstens 6%, nur 
in einem Fall 12% betragt. Was die augenblickliche Vermehrung 
betrifft, so wtirde sie in der experimentellen Fehlergrenze liegen. 


3. EINFLUSS DER PERORALEN ZUFUHR DER GALLENSAURE. 


Bei diesem Versuch wurden den Kaninchen in der niichternen 
Zeit 10-15 em. einer 1% igen Natriumeholatlosung pro Ke. Korper- 
gewicht mittels Katheters in den Magen eingebracht und vor und 
nach der Verabreichung der Gallensiure in Intervallen von 1-3 
Stunden der Calciumgehalt des Blutes bestimmt. 

Es ist aus dem Versuch 1 bekannt, dass die wiederholte Blut- 
entnahme eine Erniedrigung des Blutkalkgehaltes veranlasst, daher 
wurde hierbei die Kalkbestimmung in laingeren Zeitintervallen 
als beim Kontrollversuch ausgefiihrt. 
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TABELLE IIT. 


Nr. 1 2 3 4 5 6 
Datum 9/X 10 11 13 14 14 
pear Vilar: 2280 1950 3100 2200 | 2100 2350 
Cholatlosung 23 20 31 33 32 35 
(em.) 
Vor 14.1 14,1 14.4 13,2 13.8 14.5 
Nach 1 St. 14.0 13.6 
2 14.3 13.8 
Cam 
ah 3 15.2 14.4 15.3 
4 14.5 14.6 
5 14.3 14.2 
6 13.9 


Aus der Tabelle IIT ist ersichtlich, dass der Calciumgehalt des 
Blutes durch die Zufuhr von Gallensiure, und zwar 3-4 Stunden 
nach der Verabreichung erhoht wird, um nach einiger Zeit wieder 
den Anfangswert zu erreichen. 

Die hypercaleamische Wirkung der Gallenséure tritt am 
deutlichsten 3-4 Stunden nach der Zufuhr auf, genau wie bei der 
hypoglykamischen Wirkung der Gallensaure, die durch den 
Versuch von Okamura (1928) bewiesen worden ist. Was die 
Adrenalinwirkung> betrifft, so wurde durch die Versuche von 
Kitayama (1927), Mozai und Kawashima (1925-26) bewiesen, 
dass durch die Zufuhr von Adrenalin Hypocalcimie veranlasst 
wird. 

Auf Grund dieser Tatsachen kann man wohl annehmen, dass 
die Gallenséure auf den Calciumstoffwechsel gegen das Adrenalin 
antagonistisch wirkt und wie das Adrenalin bei der Regulation 
des Calciumstoffwechsels eine bedeutende Rolle spielt. Vor kurzem 
hat Tsuji in hiesigem Institut gefunden, dass die hypoglykimische 
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Wirkung der Gallensiure durch Ausschaltung der N. Splanchnici 
teilweise aufgehoben wird. Nach diesem Befund wirkt die Gallen- 
sdure auf den Sympathicus lahmend. Andrerseits wirkt das 
Adrenalin auf den Sympathicus reizend. Infolgedessen kann man 
wohl zu der Ansicht kommen, dass die Gallenséure im Sinne der 
Sympathicus-Lahmung auf den Calciumstoffwechsel regulierend 
wirkt. Dariiber ist die Untersuchung noch nicht abgeschlossen. 


4. EvINFLUSS DES GALLENSAUREVERLUSTES AUS DER 
GALLENBLASENFISTEL. 


Hierbei wurde dem Kaninchen eine Gallenblasenfistel nach 
Dastre angelegt; man liess die Galle durch den Gummischlauch 
nach aussen aus der Fistel ruhig in den Kolben, den das Tier auf 
seinem Riicken trug, fliessen und verhinderte die Moglichkeit des 
Ableckens der Galle. 

Wahrend des Versuches wurde dem Kaninchen eine der ver- 
lorenen—teils aus der Fistel als Galle ausgeschieden, teils wegen 
fehlender Nahrungsaufnahme vom Kaninchen nicht aufgenom- 
menen—gleiche Menge Wassers als physiologische Kochsalzlosung 
subeutan gegeben, damit die Konzentration des Blutes méglichst 
nicht verandert werden sollte und die Bedingungen dieses Versuches 
mit denen des Versuchs 1 méglichst tibereinstimmten. 

Aus der Tabelle IV ist ersichtlich, dass sich durch Ableitung 
der Galle nach aussen der Blutkalkgehalt mit der Zeit vermindert, 
wenn das Calcium der Galle allmahlich aus dem Organismus 
verloren geht. Im Vergleich zu den Kontrollen (Versuch 1 und 
2) vermindert sich der Kalkgehalt auffallend nach 3 und 5 Stunden 
und noch mehr nach 22 Stunden. Zugleich verliert der Organismus 
aber taglich eine Menge Gallensaure, deren Ausscheidung sich mit 
der Zeit vermindert. 

Aus diesem Grund scheint mir, dass die Verminderung des 
Blutkalkgehaltes bei Ableitung der Galle nach aussen auf den 
Verlust der Gallenséure aus dem Organismus zurtickzufiihren ist, 
die gegen das Adrenalin antagonistisch wirkt. Ich habe schon 
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TABELLE LY. 


Nr. 1 Sega td alana. lait osu G 
Datum TIVITY So 1+ 9 | 10141 | 4 112 | ts 
age iaone 2300 | 3050 | 2950 | 2750 | 2550 | 2700 | 1800 | 2150 | 2300 
Vor18t. 13.7 13.5| 13.2] 13.9]. 13.5| 12.61 13.0 
5 Min. 12.5 | 13.6| 13.7] 13.5| 13.3| 13.9] 13.4] 12.8] 13.6 
Nach 1 St. 13.4| 11.4] 13.1 
Cases 3 11.9 | 134 10.7| 12.0] 13.2 
5 11.2 | 12.4] 12.9] 12.1] 121] 12.6} 9.8] 11.5] 12.4 
29 10.8 | 11.9] 11.6] 11.0] 11.9] 12.4 11.3 

30 10.1 | 9.4] 11.0] 10,5] 114 

AT 93 | 71) 10.9 

55 71 


erwahnt, dass das Adrenalin hypocaleémisch und die Gallensdure 
hyperecaleémisch wirkt. Daher kann man wohl annehmen, dass 
wegen des Wegfalls der hypercaleéamisch wirkenden Gallensiure 
eine vermehrte Sekretion des antagonistisch wirkenden Adrenalins 
aus der Nebenniere herbeigefiihrt und als deren Folge die Hypo- 
calcimie veranlasst wird. Wenn die Hypocaleaémie wirklich durch 
den Verlust der Gallensiure im Organismus bedingt ist, so muss 
der einmal verminderte Kalkgehalt durch die Ersetzung der ver- 
lorenen Gallenséiure wieder erhoht werden. Naheres dariiber ist 
aus dem niachsten Versuch ersichtlich. 


5. EINFLUSS DER WIEDERZUFUHR VON GALLENSAURE AUF DIE 
HYPocALCAMIE BEI ABLEITUNG DER GALLE NACH AUSSEN 
AUS DEM KANINCHENORGANISMUS. 


Hierbei wurden dem Kaninchen, das infolge Ableitung der 
Galle nach aussen Hypocaledmie zeigt, 22 oder 46 Stunden nach 
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der Operation 10-15cem. einer 1%igen Cholatlosung pro Kg. 
Kopergewicht per os gegeben, und der Kalkgehalt des Blutes nach 
je 1-2 Stunden bestimmt. 


TABELLE V. 
Nr. 1 2 3 4 5 6 
Datum 26/IX | 28 29 3/X 5 5 
ea ees 2300 | 2200 | 2440 2500 2340 2200 
Vor 13.6 12.8 13.9 14.9 13.0 14.3 
Nach 22St.} 114 12.3 10.9 11.8 12.0 13.0 
Cholatlos. = 
per os 
18t. 13.2 11.3 
2 13.3 12.5 
3 11.7 13.3 12.7 13.5 
saa 4 14 
Oe ee es 14.0 12.3 
Nach 468t.| 12.0 12.5 10.8 111 
Cholatlés. _, 
per os 
2 St. 12.5 11.5 
3 12.8 9.8 
4 12.7 
5 10.9 


Aus der Tabelle V ist ersichtlich, dass der einmal durch den 
Verlust der Galle herabgesetzte Blutkalkgehalt durch die Zufuhr 
von Gallensiure 22 oder 46 Stunden nach der Operation deutlich 
wieder erhoht wird, und dass diese Vermehrung ohne Ausnahme 
eintritt. In einem auffallenden Fall betrug der Vermehrungsgrad 
23% des vor der Zufuhr der Gallenséure ermittelten Wertes. 
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Durch diese Tatsache ist bewiesen, dass die im Kaninchen- 
organismus bei Verlust der Galle auftretende Hypocalcimie auf 
dem Verlust der Gallensaiure bei Ableitung der Galle nach aussen 
beruht. 

Dieser Befund stimmt gut mit der Angabe von Okamura 
(1928) tiberein, dass die Hyperglykamie bei Verlust der Galle aus 
dem Kaninchenorganismus auf den Verlust der Gallensiure bei 
Ableitung der Galle zuriickzuftihren ist. Auf Grund der oben 
erwahnten Tatsachen kann man wohl zu dem Schluss kommen, 
dass die Gallenséure nicht nur bei der Regulation des Kohlen- 
hydratstoffwechsels, sondern auch bei der des Calciumstoffwechsels 
eine bedeutende Rolle spielt, indem die Gallensdure die Sympa- 
thicuswirkung lahmt, wie es von Tsuji (1929) zuerst bewiesen 
wurde. 


6. EINFLUSS DER UBERSCHUSSIGEN ZUFUHR VON GALLENSAURE AUF 
DEN CALCIUMGEHALT DES BLUTES. (BLUTKALKSPIEGEL 
BEI EXPERIMENTELLEM STAUUNGSIKTERUS. ) 


Zur Erzielung des Stauungsikterus habe ich den Ductus 
Choledochus immer an zwei Stellen doppelt unterbunden. Nach 
der Operation habe ich den Blutkalkgehalt des ikterischen Kanin- 
chens nach je 1-3 Stunden 6 Stunden lang und weiter nach 20-50 
Stunden bestimmt und mit dem Wert vor der Operation verglichen. 
Wie es bei Versuch 4 der Fall war, nimmt das ikterische Kaninchen 
keine Nahrung. Daher habe ich das Wasser der Nahrung in 
ungefibr gleicher Menge als _ physiologische Kochsalzlosung 
subeutan gegeben. Nach der Operation trat die gelbe Farbung der 
Haut erst nach einem Tag auf, aber manchmal war schon 4-6 
Stunden nach der Operation eine leichte gelbe Farbung der Kon- 
junktiva erkennbar. 

Wie aus der Tabelle VI ersichtlich ist, zeigt der Blutkalkgehalt 
1—5 Stunden nach der Operation einen hoheren Wert als vor der 
Operation, manchmal eine 15-22% ige Steigerung seines Anfangs- 
wertes vor der Operation. Diese Steigerung dauert manchmal noch 
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TABELLE VI. 


Nr. i ee Pa (ieee eae we eee) he bell) ex 
Datum _ (3/vit| 5 | 6 | 8 | 9 | 10] 13| 15] 18] 20 
Korpergewieht | 9750 | 3000 | 2850 | 2150 | 2460 | 2320 | 2000 | 2100 | 2200 | 2800 
5 
Vor | 148] 124] 13,2] 13.2] 11.4] 13.5] 12.1) 114] 13.3] 12.6 
Nach 1 St. 16,0] 12.5] 11.6] 14.1] 14.1 
12.1 11.9 
ne 3 | 17.5] 14.2) 13.4| 13.4 10.7 13.4] 12.8 
% 4 12.3 
5 13.0) 13.2 11.6 10.3 11.2 
6 | 128 17 10.3 11.9 
20-24 | 15.5 | 12.0] 11.1] 11.6} 12.5] 13.9] 10.2| 11.0] 10.5] 11.7 
30-34 | 10.9 94 10.5] 11.2] 10.2 
48-50 | 94] 9.9 11.6| 11.4 9.8 11,0 


20-24 Stunden fort und geht danach allmahlich im allgemeinen 
herunter. _ 

Es ist woh! moglich, dass bei Stauungsikterus die Gallensaure 
im Blut durch die Riickresorption der Galle aus der Leber tiber- 
schtissig wird. Dadurch wirkt wohl die tiberschiissige Gallensaure 
auf den Sympathicus lahmend, wobei sie die Adrenalinsekretion 
hemmend Hypercalcimie herbeifiihren kann. 

Die Verminderung der Adrenalinsekretion bei Stauungsikterus 
wurde schon von Okamura in seinem Versuch bestiatigt. Aus 
den Daten kann man wohl schliessen, dass die Hyperkalcimie bei 
Stauungsikterus auf der riickresorbierten tiberschiissigen Gallen- 
sdure im Blut beruht. 

Nach den Untersuchungen von Kirk und King (1926) und 
Emerson (1929) wurde der Blutkalkwert bei experimentellem 
Stauungsikterus niedriger als vor der Operation gefunden. Mit 
meinem Resultate tibereinstimmend haben aber King und Stewart 
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(1909), King, Bigelow und Pearce (1911) und Davidson u. 
Emerson (1926) gezeigt, dass beim Stauungssikterus des Hundes 
der Serumealciumgehalt vielmehr gesteigert wird. Was die 
Resultate von Kirk und Emerson betrifft, so wiirde es ein 
Stauungsikterus in spiterem Stadium sein, in welchem der Blut- 
kalkgehalt im Vergleich zu dem Wert im Anfangstadium stark 
vermindert ist. Betreffs dieser Verminderung des Blutkalkgehaltes 
im spateren Stadium des Ikterus scheint mir, dass durch die 
Stauung in der Leber der N. Vagus im Sinne der hypocalcaémischen 
Wirkung gereizt wird, weil die Hyperealeamie durch Ausschaltung 
des N. Vagus nach Benjamin, Hess und Scherman (1928) 
hervorgerufen wird. 

Aus diesem Grunde kann man wohl annehmen, dass die Hypo- 
caleamie im spateren Stadium des experimentellen Stauungsikterus 
auf dem hypertonischen Zustand des Parasympathicus beruht. 


7. HKINFLUSS DER TEILWEISEN UNTERBINDUNG DER GALLENBLASE 
AUF DEN BLUTKALKGEHALT. 


Bei Stauungsikterus und bei Gallenblasenfistel des Kaninchens 
werden immer Ductus Choledochus und Gallenblase unterbunden. 
Durch diese Unterbindung wird wohl der innervierte Nerv so weit 
gereizt, dass der Kalkgehalt des Blutes dadurch beeinflusst wird. 
In diesem Sinne habe ich unter denselben Bedingungen bei Gallen- 
blasenfistel die Gallenblase teilweise unterbunden, den Blutkalk- 
gehalt je 2 Stunden nach der Operation und 22-60 Stunden nach 
der Unterbindung bestimmt und beobachtet, ob die Unterbindung 
den Kalkgehalt wirklich beeinflusst. 

Aus der Tabelle VII ist zu ersehen, dass sich der Blutkalk- 
gehalt durch die teilweise Unterbindung der Gallenblase etwas 
vermindert. Diese Verminderung des Blutkalkgehaltes bei der 
Unterbindung wird in den meisten Fallen nach 5 Stunden wieder 
in einem gewissen Grade erhoht im Gegensatz zu den Kontrollen 
(Versuch 1 und 2), bei denen der Blutkalkgehalt sich mit der Zeit 
allmahlich weiter vermindert. Die durch Unterbindung der Blase 
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TABELLE VII. 


Nr. 1 eer ee so 
Datum 29/7 VILIN 295) | 980 | |3/X | oak mba, (ou unene 
ee 2400 | 2350 | 2200 | 2100 | 2150 | 2450 | 2250 | 2140 
VorLst. 142 | 134] 13.7] 140] 14.0] 133] 13.2] 13.2 

5 Min, 13.9 | 126] 13.4] 13.9 12.4 | 13.2] 19.7 

Nach 1 St. 13.6 | 123} 125] 13.1 | 13.0] 13.4] 13.0} 12.6 
Came 3 13.2 | 116 13.4| 13.2 | 122] 12.2] 12.0 
5 127 | 124! 11.5] 13.9/ 14.0! 129] 11.8] 11.8 

29 128 | 1251 194] 126| 12.5] 126] 11.9| 11.0 

30 122 | 125] 199]! 135| 11.9] 12.5] 12.2] 12.2 

48 124 | 127] 125] 13:9] 194 13.5 | 12,5 

60 13.6 |-12.7 | 13.2 


hervorgerufene Verminderung des Kalkgehaltes hat nach 30-60 
Stunden wieder den Anfangswert vor der Operation erreicht. Die 
Hypocaleamie bei der Bindung diirfte also als eine voriibergehende 
Erscheinung betrachtet werden. Durch die Versuche von Benja- 
min, Hess und Schermann (1928) ist bekannt, dass die Aus- 
schaltung des Sympathicus eine Hypocaleimie und die unter- 
abdominale Vagusdurchschneidung eine Hyperealeimie veranlasst. 
Bei meinem experimentellen Stauungsikterus wurde schon bemerkt, 
dass die Stauung in der Leber auch eine Hypocaledimie hervorruft. 

Aus den Daten scheint mir hervorzugehen, dass die voriiber- 
gehende Hypocaleamie bei der teilweisen Unterbindung der Gallen- 
blase auf einer vortibergehenden Vagotonie beruht. 

In oben erwahntem Sinne musste der Blutkalkgehalt des 
Gallenblasenfistel-Kaninchens (Versuch 4) im Verlauf des Ver- 
suches eine vortibergehende Steigerung zeigen. Doch hierbei zeigt 
sich gar keine Erhéhung des Blutkalkeehaltes, sondern vielmehr 
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eine mit der Zeit allmahlich auftretende Verminderung. Das 
bedeutet, dass der Verlust der gegen Adrenalin hyperealeimisch 
wirkenden Gallensiure aus dem Gallenblasenfistel-Kaninchen, nicht 
dazu ausreicht, auch bei dem Reiz der Gallenblasenbindung eine 
vorubergehende Steigerung des Blutkalkgehaltes hervorzurufen. 

Auch bei Stauungsikterus musste eine vortibergehende Hyper- 
ealcamie als ein Reizsymptom des Vagus bemerkt werden, weil bei 
experimentellem Stauungsikterus der von dem Parasympathicus 
innervierte Choledochusgang unterbunden wird, und der Para- 
sympathicus dadurch gereizt werden diirfte. 

Aus dem Vergleich von Versuch 5 und 7 ist ersichtlich, dass 
die Steigerung des Blutkalkgehaltes bei Stauungsikterus im Ver- 
gleich zu der bei teilweiser Unterbindung der Gallenblasse viel 
deutlicher und langer dauernd eingetreten ist. Nach diesem 
Befund ist die Steigerung des Blutkalkgehalts bei Stauungsikterus 
nicht nur dem durch Unterbindung des Ductus Choledochus 
bedingten Parasympathicusreiz, sondern auch der tiberschiissigen 
Zufuhr von Gallenséure zuzuschreiben. 

Aus den obenerwahnten zahlreichen Versuchen ist also wohl 
beheits erkennbar, dass die Gallenséurewirkung zu der Funktion 
des vegetativen Nervensystems in inniger Beziehung steht. 
Dariiber ist die Untersuchung noch nicht abgeschlossen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die wiederholte Blutentnahme veranlasst eine leichte 
Hypocaleamie, welche bald nach der Unterbrechung der Blut- 
entnahme zu dem Normalzustand zurtickkehrt. 

2. Eine Probelaparatomie tibt keinen merklichen Einfluss auf 
den Blutkalkgehalt des Kaninchens aus. 

3. Die experimentelle Ableitung der Galle nach aussen aus 
der Gallenblasenfistel verursacht eine allmahlich sich einstellende 
Hypocaleamie. 

4. Diese Hypocaleémie wird durch die Zufuhr von Gallen- 
sdure wieder ausgeblieben. 
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5. Der Blutkalkgehalt bei experimentellem Stauungsikterus 
zeigt anfangs eine allmahlich sich steigernde Hypercaleamie und 
spater eine allmahlich absteigende Hypocalcamie. 

6. Hine teilweise Unterbindung der Gallenblase veranlasst 
eine voriibergehende Hypocaleimie, die bald wieder den normalen 
Wert erreicht. 


Aus den Daten geht hervor, dass der Gallensaureverlust aus 
dem Organismus Hypocaleimie, tiberschiissige Zufuhr von Gallen- 
sdure in den Organismus Hyperealeimie erzeugt, und dass die 
Gallensa’ure zu der Regulation des Calciumstoffwechsels in inniger 
Beziehung steht. 
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UBER DEN GLUTATHIONGEHALT DES MUSKELS, 
BEZW. DER ANDEREN ORGANE UND GEWEBE, 
BESONDERS BEIM KANINCHEN. 


VON 
TSUNEO MATSUMORI tunp MIZUHO OKUDA. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitét zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1929.) 


HINLEITUNG. 

Im ersten Abschnitt dieses Berichtes wird die Vergleichung 
des Glutathiongehalts der roten und weissen Muskeln des Kanin- 
chens, im zweiten Abschnitt die Vergleichung des Glutathiongehalts 
der Herzmuskeln, glatten Muskeln und Skelettmuskeln einiger Tiere 
und im dritten Abschnitt die-Verbreitung des Glutathions in den 
verschiedenen Organen und Geweben des Kaninchens behandelt. 


VERSUCHSMETHODIK. 


Als Versuchstiere wurden hauptsachlich Kaninchen, in einigen 
Fallen auch Katze und Rind gebraucht. Zur Glutathionbestim- 
mung wurde wie in der letzten Arbeit Okudas die von Perizweig 
und Delrue modifizierte Tunnicliffesche Methode genommen. 


V ERSUCHSERGEBNISSE. 


I. Die Vergleichung des Glutathiongehalts in den 
roten und weissen Muskeln. 


Die Resultate sind in der Tabelle I. verzeichnet. 
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TABELLE I, 


(Kaninehen, Korpergewicht etwa 2 Kg.) 


Gewicht 


Datum Muskelarten (gz) ou ay y ra ce 
16/VIII Semitend. 2,5 1,5 1,87 
Soleus. 1,9 1,0 1,25 
Gastroe. oD) 1,0 1,25) 
Bicep. fem. 2,5 0,9 i 
17/VIII Semitend. 3,0 ES 1,8 
Soleus. 2,9 1,4 1,75 
Gastroe. B0) 152 1,50 
Bicep. fem. 3,0 1,0 es 
I MALE Semitend. 3,0 TEP 1,50 
Soleus. 2,4 1,0 1,25 
Gastroe. 3,0 1,0 1,25 
Bicep. fem. 3,0 ileal eo 
21/VII1 Semitend. 3,0 ies 2,25 
Soleus. 2,6 13} 1,62 
Gastroe. 3,0 1,0 1,25 
Bicep. fem. 3,0 1,0 1,25 
23/VIII Semitend. 3,0 2,4 3,00 
Soleus. 2,8 1,8 2525 
Gastroe. 3,0 ibs Heous 
Bicep. fem. 3,0 1,0 1,25 
26/VIII Semitend. PAS 1,2 55 
Soleus. 233 1,0 1,2 
Gastroce. 3,0 alg 1,3 
Bicep. fem. 3,0 1,2 1,50 
26/VIIL Semitend. 3,0 2,3 2,87 
Soleus. 2, 1,2 1,50 
Gastroe. 3,0 ial IUBiyee 
Bicep. fem, 3,0 2 1,50 


Glutathion 
(J) 


0,075 
0,066 
0,050 
0,045 


0,062 
0,062 
0,050 
0,042 


0,050 
0,052 
0,042 
0,046 


0,075 
0,062 
0,042 
0,042 


0,100 
0,080 
0,046 
0,042 


0,060 
0,004 
0,046 
0,050 


0,096 
0,065 
0,046 
0,050 
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Haves Muskelarten 1 Goment N/300 Jz | Reduziertes} Glutathion 
(g) (cem.) (mg) (%) 

27/VIIL Semitend. 2,5 1,3 1,62 0,065 
Soleus. 2,2 Jsil ASV 0,062 
Gastroe. 2,5 0,9 1,12 0,045 
Bicep. fem. 2 0,9 A512 0,045 
27/VIIL Semitend. 2,0 1,4 L775" 0,070 
Soleus. 2,9 1,2 1,50 0,060 
Gastroc. 2,5 a ial ico 0,055 
Bicep. fem. 255 pe 1537 0,055 
29/VIII Semitend. 2,0 15 1,87 0,075 
Soleus. 2,3 1,3 1,62 0,071 
Gastroe. 25 0,9 ie 0,045 
Bicep. fem. 2,5 0,8 1,00 0,040 
29/VII1 Semitend. 2,5 2,0 25D0) 0,100 
Soleus. 2,2 1,8 2,25 0,102 
Gastroe. 2,5 1,0 1,25 0,050 
Bicep. fem. 2,5 1,0 125 0,050 
29/VII1 Semitend. 2,5 “1,4 1,75 0,070 
Soleus. 2,3 1,3 1,62 0,071 
Gastroc. 2,5 1,0 RS 0,050 
Bicep. fem. 2,9 0,9 2 0,045 
Durchschnitt. | Semitend. = — aa 0,075 
Soleus. = ca — 0,067 
Gastroe. — — == 0,047 
Bicep. fem. a — = 0,046 


Der Glutathiongehalt der roten Muskeln ist 


als der der weissen. 
Hs ist interessant diese Resultate mit denen von Batelli und 


Stern, Ahlgren, Nilsson und anderen zu vergleichen. 


stets viel grésser 


Nach 


den Versuchen obiger Forscher ist der Sauerstoffverbrauch der 
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roten Muskeln stets grésser als der der weissen und die Reduktions- 
zeit der roten Muskeln bei Anwendung der Methylenblau-Methode 
bedeutend kleiner als die der weissen Muskeln. 

Okuda hat bereits gezeigt, dass der Glutathiongehalt der 
denervierten Muskeln, bei welchen eine gréssere Menge Sauerstoff 
als in den intakten Muskeln verbraucht wird, bestimmt grosser ist 
als der der letzteren. Ganz ahnliche Verhaltnisse sind diesmal 
zwischen den roten und den weissen Skelettmuskeln gefunden 
worden. Wir glauben daher, dass ein Parallelismus zwischen der 
Autooxydation und dem Glutathiongehalt von Zellen und Geweben 
vorhanden ist. 

Ks ist bekannt, dass rote Muskeln sarkoplasmareicher als weisse 
Muskeln sind. Die oben angegebenen Resultate mit dieser Tatsache 
verbindend, vermuten wir, dass das Glutathion wahrscheinlich im 
Sarkoplasma starker vertreten ist. Okuda bestrebt sich jetzt auf 
dem Wege histologischer Untersuchung der denervierten Muskeln 
dieses Problem weiter zu verfolgen. 


II. Der Vergleich des Glutathiongehalts in den 
Herzmuskeln, Skelettmuskeln und 
elatten Muskeln. 


1927 gab Binet an, dass beim Hunde und Kaninchen der 
Glutathiongehalt der Herzmuskeln und der glatten Muskeln etwa 
doppelt so gross wie der der Skelettmuskeln ist. Leider konnten wir 
aber die betreffenden Abhandlungen nicht im Original einsehen, 
sodass wir nicht wissen, ob unter seinen glatten Muskeln die 
glatten Muskeln allein oder die sogenannten glatten Muskelorgane 
zu verstehen sind. 

Als glatte Muskeln gebrauchten wir hier die Ringmuskelschicht 
des Diimndarmes. 


A. Versuche mit Kaninchenmuskeln. 


Es ist fast unméglich, die Ringmuskelschicht aus dem 
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Kaninchendiinndarm herauszupraparieren; so verglichen wir nur 
den Glutathiongehalt der Herzmuskeln mit demjenigen der Skelett- 
muskeln. 

Die Resultate aus je 10 Versuchen fiir jede Muskelart sind hier 
zusammengefasst : 


Muskelarten Max. Min. Durchsechnitt 
Herzmuskeln (Herzkammer ) 0,100% 0,069% 0,084.% 
Rote Muskeln (M. soleus) 0,102% 0,052.% 0,067 % 
Weisse Muskeln(M. gastrocnemius) 0,055 % 0,039% 0,047 94 


Beim Kaninchen ist der Glutathiongehalt der Herzmuskeln am 
erdssten; dann folgen die roten Skelettmuskeln und zuletzt die 
weissen Skelettmuskeln. 


B. Versuche nit Rindermuskeln. 


Als Skelettmuskeln gebrauchten wir M. masseter und als 
Herzmuskeln die linken Kammermuskeln. Frisches Material 
konnten wir von dem benachbarten Schlachthaus erhalten. Hs 
wurden fiir jede Muskelart je 10 Versuche ausgefiihrt. 

Die Resultate sind folgende: 


Muskelarten Max. Min. Durchsehnitt 
Herzmuskeln 0,055 % 0,047 % 0,051% 
Skelettmuskeln 0,060% 0,045 % 0,052% 
Glatte Muskeln 0,035% 0,025% 0,030% 


Beim Rinde ist der Glutathiongehalt der Herzmuskeln fast 
gleich gross wie der der Skelettmuskeln, wahrend er in den glatten 
Muskeln nur ungefahr halb so gross wie in den beiden vor- 
stehenden ist. 
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C. Versuche mit Katzenmuskeln. 


Die Resultate aus je 3 Versuchen: 


Muskelarten Max. Min. Durchsehnitt 
Herzmuskeln (Herzkammer ) 0,085% 0,080.% 0,082% 
Rote Muskeln (M. soleus) 0,066% 0,059% 0,062% 
Weisse Muskeln (M. gastrocnemius) 0,045 % 0,037.% 0,040% 
Glatte Muskeln 0,037 % 0,0299% 0,033 % 


Bei der Katze ist die Reihenfolge beziiglich der Menge des 
Glutathiongehalts 1. Herzmuskeln, 2. rote Skelettmuskeln, 3. weisse 
Skelettmuskeln und 4. glatte Muskeln. 

Aus allen diesen Versuchen kénnen wir somit schliessen, dass 
die Herzmuskeln den grdéssten, die Skelettmuskeln einen mittel- 
massigen und die glatten Muskeln den geringsten Gehalt an Glut- 
athion aufweisen. Unter den Skelettmuskeln sind die roten immer 
reicher an Glutathion als die weissen. ; 

Unsere Resultate stimmen mit den Binetschen Angaben nicht 
ganz tiberein. Hs ist aber nicht uninterssant, unsere Resultate der 
oben ausgeprochenen Vermutung, dass das Glutathion im Sarko- — 
plasma starker als in dem Verkiirzungseiweiss vorhanden ist, gegen- 
tiberzustellen. Denn die Herzmuskeln und Rinderskelettmuskeln 
bestehen hauptsachlich aus sarkoplasmareichen roten Muskelfasern. 
Es ist aber verdachtig, dass dieses Verhiltnis auch bei glatten 
Muskeln sich geltend machen kann; denn die glatten Muskeln ent- 
wickeln sich aus anderen embryonalen Bestandteilen als die Skelett- 
muskeln, und nach Roskin besteht das Zellprotoplasma der glatten 
Muskeln aus Kinoplasma und Sarkoplasma; und wenn auch dieses 
letztere die gleiche Menge an Glutathion wie das Sarkoplasma der 
Skelettmuskeln hatte, so ist doch das quantitative Verhiltnis der 
beiden Sarkoplasmen selbst zu einander noch unklar. 
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Ill. Die Verbreitung des Glutathions in den 
verschiedenen Organen und Geweben 
des Kaninchens. 


Uber die Verbreitung des Glutathions im tierischen Kérper ist 
schon von Uyei, Blanchestiére und Melon w.a. mehrfach 
berichtet worden und kiirzlich erschienen Kitamuras ausfiihrliche 
Mitteilungen. So seien hier unsere Resultate nur anhangsweise 
tabellarisch hinzugefiigt. 


TABELLE IT. 
: red. Glutathion ; red. Glutathion 
Organe (%) Organe (% 
Nebenniere 0,345 Magen 0,116 
Leber 0,262 Lunge 0,104 
Milz 0,260 ; Herz 0,084 
Diinndarm 0,165 M. soleus 0,067 
Niere 0,152 M. gastrocnemius 0,047 
Hoden 0,125 Blut (Vollblut) 0,032 


Als Versuchsmaterial sind gesunde etwa 2 Kilogramm wiegende 
Kaninchen gebraucht worden, und die Werte beziehen sich auf den 
Durchschnittswert aus je tiber 10 Versuchen fiir jedes Organ. 
Diese Resultate stimmen mit denen der friiheren Forscher fast 


tberein. 
SCHLUSSATZE. 


1. Der Glutathiongehalt der roten Skelettmuskeln ist grosser 
als der der weissen Skelettmuskeln. 

2. Unter den drei Muskelarten enthalten die Herzmuskeln 
die grésste Menge Glutathion, denen die roten Skelettmuskeln 
folgen. Die weissen Skelettmuskeln und die glatten Muskeln 
enthalten am wenigsten. 
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3. Vermutlich hat das Glutathion des Muskels eine innige 
Beziehung zu dem Sarkoplasma desselben. 

4. Von den untersuchten Organen und Geweben ist die Neben- 
niere prozentual am reichsten an Glutathion, und das Blut am 
armsten, die anderen liegen zwischen diesen beiden Extremen. 
Die Reihenfolge ist folgendermassen: Nebenniere, Leber, Milz, 
Diinndarm, Niere, Hoden, Magen, Lunge, Herz, Skelettmuskeln und 
Blut. 
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UBER DIE BESTIMMUNG DER RELATIVEN 
VISKOSITAT MIT DEM UBBELOHDE-VISKOSIMETER. 


Von 


SHIROZO AKAGI, 


(Aus der phystko-chemischen Abteilung des anatomischen Institutes 
an der medizinischen Akademie zu Kioto, Japan. 
Direktor: Prof. Katsu.) 


(Hingegangen am 10. Januar 1930.) 


Man findet in der Literatur zwar viele Methoden zur Be- 
stimmung der Viskositaét, verwendet aber ftir gewodhnlich im 
Laboratorium als Messinstrument entweder das Ostwald-Viskosi- 
meter oder das Ubbelohde-Viskosimeter. Bei letzterem Viskosi- 
meter wird die Bestimmung der Dichte vorteilhaft vermieden, 
welche bei ersterem notwendig ist. Aber die Abhingigkeit der 
Durehflusszeit vom Druck ist beim Ubbelohde-Viskosimeter noch 
nicht sicher gepriift. Nach der Poiseuilleschen Formel ist die 
Durehlaufszeit umgekehrt proportional zu dem Druck und M. P. 
Applebey sowie E. W. Washburn und G. Y. Williams 
stellten dieses Verhaltnis bei ihren Instrumenten fest. Aber dies 
dirfte sich nicht ohne weiteres auf das Ubbelohde-Viskosimeter 
anwenden lassen, da die experimentellen Bedingungen sich nicht 
miteinander zu decken brauchen. 

Die relative Viskositat 7 einer Losung bei konstanter Tempera- 
tur ist beim Ubbelohde-Viskosimeter durch die folgende Gleichung 
zu berechnen : 


Oder wenn wir in dieser Gleichung auf beiden Seiten die Logarith- 


men nehmen, so wird 
log. yar log Zoe Zsy ins nak slew Pea as we (2) 


worin Z die Durchlaufszeit bei konstantem Druck fiir eine zu 
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messende Loésung ist und Zp die fiir eine Normallésung. Da die 
Durchlaufszeit auch irgendeine Funktion des Drucks ist, der auf 
den Trieb der Fliissigkeit durch die Kapillare des Viskosimeters 
einwirkt, d.h. 
L=fCD) und ZySal Dy, 
so wird 
log Z=@ (log D) und log Zp>=@ (log D), 

und man kann die Gleichung (2) folgendermassen schreiben: 

loz 7=@ (log: D)=-@: (loaD). oe... ee (3) 


Damit die Gleichung (1) bei einem beliebigen Druck immer giiltig 
ist, muss die log Z-log D-Kurve eine um log 7 in der Richtung des 
log Z verschobene Kurve von der log Zo-log D-Kurve darstellen. 
Deshalb scheint es uns von besonderer Bedeutung festzustellen, ob 
diese Bedingung erfullt wird. 

Die voriegenden Untersuchungen setzen sich auch zur Auf- 
gabe, die funktionelle Beziehung zwishen der Durchlaufszeit und 
dem Drucke beim Ubbelohde-Viskosimeter klarzumachen. Zu 
diesem Zweck wurden die Durchflusszeiten der verschiedenen Fliis- 
sigkeiten (d.h. 35M KCI, 3,5M NaCl, 2,0M LiCl, 1,6 M MgCl., 
0,2% Hieralbumin, Rinderserum und HzO dest.) bei verschiedenen 
Drucken zwischen 10 und 70mm. Wassersaule gemessen. 

Die Glaskapillare des zum Gebrauch gekommenen Ubbelohde- 
Viskosimeters, welche unter einer Kugel des einen Viskosimeter- 
schenkels liegt, hat eine Lange von 125mm. und eine lichte Weite 
von 0,08mm. Das eine Ende des Schenkels, der die oben erwahnte 
Glaskapillare hat, ist gerade, wie das beim Original der Fall ist, und 
der Luftdruck hat von diesem Ende aus auf die Fliissigkeit im 
Viskosimeter zu wirken. Das andere Ende ist zur Bequemlichkeit 
trichterformig erweitert und nicht gebogen. Hine zu messende 
Flissigkeit wird von hier aus ins Viskosimeter in eeeigneter Weise 
eingefiillt, wodurch das bei uns verwandte Instrument sich von 
dem urspringlichen etwas unterscheidet. 

Das Viskosimeter wurde in ein Wasserbad eingetaucht, dessen 
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TABELLE I. 29.6 71.4 ie sae 
HO dest. 29.0 | 57.2 : : 
VilteR ie ee 24.2 | 75.25 
i lac be zi 57.5 | 29.0 ed ata 
: 69.3 | 24.4 1a og wae 
193. | D115 Ba 54.5 33.8 
29.6 | 56.0 5 : ‘ 
41.4 40,4 os ree 74,3 24.8 
IT} ag2 | 344 : Bae oe 
53.5 | 30.0 5 Gal t-te eos 27.0 | 69.6 
68 ; on eee 38.4 | 47.6 
7 24.9 61.7 27.3 ea bo 
Sore bases 67.6 | 25.0 Vv or 32 ‘ 
343 | 48.4 - a ; 
5 | 396 | 424 aaa pe 76.5. | 24.5. 
47.8 Soa 42.7 4.0,0 a 
58.4 | 29.15 igs ah asc 
ean 62.6. | 27.35 
——_ ae a 72.1 24.0 TABELLE III, 
. oO a 
teal aes wee 3.5 M NaCl. 
tar foe. 336 34.2. | 49.5 Re whee ce 22th gone 
08,4 28.9 . 45.5 37.1 Nr; D Be 3 
eee SEA ESO 30:7 
72.7 23.0 60.2 28.1 NS} 15) Moy 
145 | 106.7 67.6 | 25.0 oe 
25.0. | 64.5 2. . 
: : t-| 508 | 464 
33.2 | 50.0 
61.2 | 39.0 
Iv | 446 | 38.0 i 
£ 69.4 | 34.45 
53.8 | 31.5 ee eg 
61.0 28.0 TABELLE II. 
ae 
vs = 3.5 M KCl. 21.8 | 115.9 
14.7 | 116.0 31.2 | 78.75 
29.5 | 57.8 39.9 | 61.2 
39.6 | 40.5 Nr | Dy} @ TI! 460 | 54.1 
V | 5611 30.0 erg . 60.8 | 40.2 
66.0 | 25.0 ele 72.2 | 4,45 
7 9 ° ° 
74.6 23.0 I 56.7 33.0 — at 
9 aa. da, 
15.3 | 117.0 65.4 | 28.0 30.6 | 83.3 
25.6 | 66.6 74,5 | 24.8 40.3 | 62.4 
: ; It} 47.2 2, 
vi 7% ao 23.6 | 79.0 54,2 ee 
63.6.1. -29,0. 35.5° | 53.0 63.2 | 39.3 
70.0 24-1 Ir ge se 71.8 34,0 
3) 
27.2 | 60,8 ce ie aed 27.2 | 93,7 
37.6 | 44.4 . 35.6 | 70.6 
z 7 m4 
va | 42] 3 alae || P| tS 
G54 | 300 36.5 | 48.1 67.0-| 36.9 
61.5 27,2 IIL | a5 ae pe: 713.0 >| 83.6 
— me —aoee—— 
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TABELLE VI. 


16.8. | 166.0 31.8 | 81.6 
28.4. | 89.7 40.6 | 64.8 0.2% Hieralbumin. 
- - 38,5 | - 65.5 vy | 481 | 53.5 
Vv] 501°] 50.0 57.0: | 45.1 
57.8 | 43.2 64.4. | 40.0 Nr. D Z 
68.1 | 36.2 73.5- | 35.0 
718 | 84.5 
33.0 | 58.0 
16.8 | 156.0 45.3 | 42.2 
81.0 | 102.5 I 56.8 33.6 
33.6 71.5 69.0 27.7 
rr | #800 | 812 75.3 | 25.0 
51.9 | 48.7 
58.0 43.7 TABELLE V. Pee. 
64.0 39.0 1.6 M BaCb. 33.0 58.0 
754° | 32.9 41.7 | 46.0 
5 2 
wr | Di [22 | a0] 277 
TTS Ap the 
27 S-| 920 
39.5. |: 63,1 
Tapepea Ns 49.5 |. 50.4 35.5 | 53.5 
2.0 M LiCl. ra ee ra aoe 45.0 | 43.0 
: or III | 55.0 | 35.0 
72.3 34.6 63.7 30.5 
2 3 en 23.8 | 108.0 ; 
8.4 34.9 | 72.5 
i.| st& | 548 | 206 | 524 ico os 
58.7 | 44.1 55.6 | 45.8 IV | sie | 371 
65.0 | 40.0 62.6 | 43.3 60.0. | 318 
72.5 35.5 74.7 33.0 : . 
28.2 | 91.6 SO Teal Sea0. 2 
35.9 71.8 34.4 71.0 Oe a 
tr | 433 | 590 Ill | 55.6 | 43.8 vl 532 35.0 
50.0 | 51.2 58.3 | 43.3 67.0 | 28.0 
| 618) 415 75.7 | 33.0 740 | 25.5 
73.1 | .35,0 — : “ 
: S 26.7..| 91.0 
27.0 D 41,5 ,| 59.8 
BT ‘| >69.8 ry | 48:20) ab Teg ae 
Perales eles ae Vi) 58.3 | 42.45 Ai fan ie ea 
56.0 | 45.85 66.0 | 37.8 731 | 9268 
64.3 40.0 75.0 33.2 Fale ae 
72.4 | 85.5 
Se = 27.0 | 94.2 
24.4 | 108.0 34.8 | 69.7 
134.2 | 76.2 42.8 | 56.8 
ty | 43:8 | 59.1 Vi |. Blech. 484 
51.7 | 49.8 65.2 | 41.6 
66.5 | 39.1 70.1 | 35.7 
75.2 | 84.2 77.8 | 932.2 
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Temperatur auf der gewtinschten kon- 


TABELLE VIII. stanten Hohe erhalten wurde. Die Be- 
Rinderserum. stimmung ist an ein und derselben Fliissig- 
keit zehnmal mit Hilfte einer Stoppuhr 
Nr. D Z Es 
—_|.—s assgefiiihrt worden. Daraus wurde das 
arithmetische Mittel erhalten, welehes an- 
43.5 50.0 gesehen wurde als der dem einwirkenden 
1 2 
ae ey konstanten Druck entsprechende Wert. 
oe oo Der Apparat zur Erzeugung des konstanten 
oO. . y Fi < 
eee) ee Dyttdruckes <ist- nach dem Prinzip der 
ae ae Mariotteschen Flasche derart aufgebaut, 
Tl 445 49,0 dass der Druckunterschied wahrend einer 
70.5 31.3 x ‘ ea 
Messung 1mm. Wassersaule nicht tber- 
oe aan schreitet. Die Druckhodhe wurde mittels 
Itt 66.3 33.1 eine mit dem Druckapparate sowie dem 
pp 
bag bet Viskosimeter in Verbindung  stehenden 
26.8 80.0 Wassermanometers bestimmt. 
. 2. . : F 
fae ee Die Ergebnisse der Messungen zeigen 
Ciieh wre rt 
ee wee die Tabellen I—VIJ, worin D Druck in 
be a. oo *. a . 
70.5 31.2 mm. Wassersdule ist und Z Durchlaufszeit 
i gt ee ee ae 
ay Bue in Sekunden. -- con 
50.0 43,0 Wie man beispielweise in Fig. 1 sieht, 
V | 536 | 40.0 . ‘ila. ts aoe ; 
61.5 35.0 lasst uns die graphische Darstellung des 
70.0 | 318 Verlaufs des log Z in Abhangkeit vom log D 


eine lineare Beziehung in allen hier ver- 
suchten Fallen erkennnen. In Fig. 1 entsprechen die Punktreihen 
I und II der Tabelle I und III. 

Um die Giiltigkeit der oben erwihnten Bedingung (3) zu 
prifen, muss man zundchst durch die Methode der kleinsten 
Quadrate die Gleichung jeder geraden Linie aus den Messresultaten 
gewinnen. Diese Gerade kann im allgemeinen so geschrieben 
werden: 

10S Le DIGS Dar Dl Gaawcwe sno y asc (4) 
Dann sollte man die Steigung aller Geraden, namlich die Konstante 
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Fig.1 ates Se ee on 
: LHe 0. desi 4 : 
1.90 ] i q | i ye aad ican 
is : 
e Sgt  — - —— 
160} oo heete & —— 
1.70 °3 a 
a, xx, 
— = te e + 
x 
1.60 - ier * + eet is 
lee ad t —— = — +— 
1.50 $ A x 
$e 
if : Tx 
1.40 xs | | 
° 4 
1.30, ; | Vie = =I = 
q 
00 | |i 
le} 
1.20 re rata 
% x 
[he | a e 
Log d. od an 
1.30 1.40 1.50 160 1.70 1.80 1.90 2.00 210 2.20 


m in der Gleichung(4) untereinander vergleichen, um den Paral- 


lelismus der Geraden zueinander festzustellen. 


TABELLE VIII. 


Konstant. 
Flissigkeit. 


HO dest. 

3.5 M KCl. 

3.5 M NaCl. 

2.0 M LiCl. 

1.6 M BaCl. 

0.2% Hieralbumin. 
Rinderblutserum, 


m 


—1.018+0,00 
— 1.000-£0.00 
— 1.0000.00 
— 0.9500.01 


66 
oT 
12 
00 


— 1.000£0.0100 
— 1.0200.0202 
— 1.0385£0.0093 


b 


3.2550.0083 
3.267 40.0090 
3.3000.0212 
3.3000.0120 
3.340+0.0182 
8.3100.0323 
3.3900.0150 
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Die Tabelle VIII gibt die Zusammenstellung der durch die 
Methode der kleinsten Quadrate ermittelten Zahlenwerte fiir m 
und b und der wahrscheinlichen Fehler derselben. Daraus ergibt 
sich, dass der Zahlenwert fiir m in jedem Fall praktisch gleich 1 
ist. Mit anderen Worten: Ks ist die oben gestellte Bedingung (3) 
bei den vorliegenden Versuchen immer erfiillt und man kann sogar 
in einer gegebenen Fliissigkeit setzen : 

I= ROTISED A a) Sofeierat ats o's sit Aes eS (5) 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Durchflusszeiten der verschiedenen Fliissigkeiten 
wurden beim Ubbelohde-Viskosimeter unter den verschiedenen 
Treibdrucken zwischen 10 und 70mm. Wasserséule bestimmt. 

2. Mit Hilfe der Methode der kleinsten Quadrate wurde genau 
festgestellt, dass das Produkt der Durchlaufszeit mit dem Druck 
konstant ist, unabhangig von dem Druck. 
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DIE ABHANGIGKEIT DER VISKOSITAT EINIGER 
EIWEISSLOSUNGEN VON DER TEMPERATUR. 


Von 


SHIROZO AKAGI. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung des anatomischen Institutes 
an der medizinischen Akademie zu Kioto, Japan. 
Direktor: Prof. Katsu.) 


(Hingegangen am 17. Januar 1930.) 


Nach den vorlaufigen Angaben von Wo. Ostwald soll die 
Anderung der Viskositit einer verdiinnten Eiweisslosung mit der 
Temperatur in folgender Weise zur Erscheinung kommen: 
“‘Zwischen 50° und 57° nimmt die Viskositét des Hiweisssols 
zunachst in ganz normaler Weise ab. Bei 57.5° dagegen erfolet 
kurz vor dem Hintreten der Triibung ein miachtiger Anstieg der 
Viskositat, der bei ca. 60° einem ebenso steilen Abfall Platz 
macht. Dann geht die Viskositaétskurve des koagulierten suspen- 
soiden Eiweisssols praktisch in derselben Richtung weiter, gleichsam 
als wenn gar nichts geschehen wire.’’ Dieser anomale Verlauf 
der Viskositét der Eiweisslosung in der Nahe des Erstarrungs- 
punktes scheint uns darum unwahrscheinlich, weil auch die dadurch 
zustande kommenden feinsten. Koagula beim Durchfluss der 
Losung bedeutend hinderlich sein kénnten. Bis jetzt haben wir 
leider nur wenig befriedigende Angaben tiber den Temperatur- 
koeffezienten der Viskositit von Hiweisslosungen. Die vorlegen- 
den Untersuchungen dienen dazu, die interessante Abhangigkeii 
der Viskositat einiger Hiweisslosungen von der Temperatur fest- 
zustellen. 

Als Material fiir Hiweiss gelangten Serumalbumin (Merck) 
und Hieralbumin (Merck) zur Verwendung. Nachdem wir zuerst 
soleche Eiweisslésungen mittels der Kollodiummembran dialysiert 
hatten, stellten wir genau die Lésung von 0,2% Serumalbumin 
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und 0,2% Hieralbumin her. Als Messinstrument. fiir die Vis- 
kositat diente Ubbelohdes Viskosimeter, dessen Brauchbarkeit in 
meiner friiheren Abhandlung gepriift worden war. 

Die Bestimmung der relativen Viskositaét geschah wie folgt: 
Die Durehflusszeit (Z) des Wassers sowie des Albumins wurde bei 
verschiedenen Drucken (D) zwischen 20 und 60 mm. Wassersiéule 
und bei verschiedenen Temperaturen (t) zwischen 20° und 60°C 
festgestellt. Dann zeichneten wir die Logarithmen der festgestellten 
Wertepaare, -als Punkte-, bei der gegebenen Temperatur in Ko- 
ordinaten Skalen ein. Diese Punktreihen lieferten bei allen unter- 
suchten Temperaturen eine Gerade und die Gerade fiir Wasser 
war praktisch parallel der fiir Albumin. Durch die graphische 
Interpolation ermittelten wir die Durchflusszeit des Wassers sowie 
des Albumins bei einem Druck von 40mm. Wassersaule und 
berechneten aus den dadurch gefundenen Zahlen die relative 
Viskositat des Albumins bei der betreffenden Temperatur. 

Die nachfolgende Tabelle gibt die in soleher Weise berechneten 
relativen Viskositaéten des 0,2%igen Serumalbumins beziehungs- 


TABELLE I. 


Relative Viskositat. 


Temperatur. 
0.2% Serumalbumin 0.2% Hieralbumin 
20.0°C 1.01 1.05 
25.0 5; 1.05 1.02 
30055; 1.01 1,03 
35.0 55 1.02 1.02 
40.0 ,, 1.04 1.02 
45.0 ,, 1.03 1.03 
50.0 ,, 1.02 1.02 
52,0 5, 1.04 1.03 
54.0 ,, 1.03 1.02 
56.0 ,, 1.02 1,04 
58.0 ,, 1.04 1.01 
60.0 ,, 1,02 1.03 
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weise des 0,2%igen Hieralbumins bei verschiedenen Temperaturen. 
Es ist dabei zu beriicksichtigen, dasz 0,2%ige Hiereiweisslésung 
bei den Temperaturen iiber 50°C eine Triibung erfahrt und die 
unregelmassigen Resultate hiaufig darin ihre Ursache haben 
kénnten. Denn wenn man die Lésung eine Weile ruhig stehen 
lasst und an dem oberflaichlichen Teil der Lésung die Bestimmungen 
macht, so ergiebt sich keine Unregelmassigkeit. Natiirlich mag 
die Konzentration der Loésung durch solehes Verfahren etwas 
verandert werden, aber das macht nichts aus fiir den Zweck 
unseres Experiments, die unstetige Verainderung der Viskositat zu 
prifen. (In derselben Weise wurden die Versuche an den nicht 
dialysierten Losungen von Serumalbumin sowie Hieralbumin vor- 
genommen. Aber es wurde nichts Besonders gefunden; nur dass 
die Triibung der Hieralbuminlésung in diesem Fall bei etwas 
hoéherer Temperatur als in jenem Fall zutage trat. Deshalb mége 
hier nichts von den Ergebnissen dieser Messungen folgen.) 

Es ergibt sich demnach, dass die relative Viskositét von der 
Loésung des 0,2%igen Serumalbumins sowie des 0,2%igen Hieral- 
bumins fast unabhingig von der Temperatur ist, und die unstetige 
Steigerung der Viskositat, die bei den Ostwald’schen Versuchen 
gefunden wurde, nicht zu beweisen ist. 
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ZUR KENNTNIS DER ORNITHURSAUREBILDUNG 
IM HUHNERORGANISMUS. 


VON 


JUN-ICHIRO SAGARA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki, 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1930.) 


Wahrend bei der Fiitterung von Saugetieren mit Benzoesaure 
bekanntlich Hippurséure im Harn ausgeschieden wird, verwandelt 
sie sich nach der Entdeckung von M. Jaffé (1877) unter gleicher 
Bedingung bei Hiihnern in Ornithurséure. Diese Verschiedenheit, 
die die beiden Tierarten in Bezug auf die Umwandlung der ein- 
verleibten Benzoesdiure zeigen, koénnte vielleicht dadurch bedingt 
sein, dass die Vorrate des Organismus des Huhns an Glykokoll 
und der Saugetiere an Ornithin nicht ausreichen. Zwar wire es 
auch denkbar, dass sich die verabfolete Benzoesaure zum Teil bei 
Sdugetieren in Ornithurséure und beim Huhn in Hippursadure 
verwandle, welche aber dann vollstandig gespalten werden. 

Zur Klarung dieser Fragen hat J. Yoshikawa (1910) 
einige Versuche tiber das Verhalten der Benzoesaure im Organismus 
des Huhns bei gleichzeitiger Zufuhr von Glykokoll angestellt. 
Ferner hat M. Takahashi (1929) spater im hiesigen Institut die 
Spaltung der Hippursdéure im Vogelkorper verfolgt. Dadurch 
wurde mit Sicherleit erwiesen, dass der Organismus des Huhns 
iiberhaupt nicht befahigt ist, die Synthese der Hippurséure aus 
der gefiitterten Benzoeséure und dem Glykokoll auszufiihren, auch 
nicht die einverleibte Hippursaure vollstandig zu spalten. 

Um niaheren Aufschluss iiber die Verschiedenheit der chemi- 
schen Umsetzungen der Benzoesiure bei beiden Tierspecies zu 
erlangen, habe ich die folgenden Versuche angestellt : 
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A. User pas VERHALTEN DER ORNITHURSAURE IM 
_ ORGANISMUS DES KANINCHENS. 


1. Fitterungsversuche. 


Ornithurséure wurde in Form des Natriumsalzes in Wasser 
eelost und in einer Gesamtquantitit von 9g den Kaninchen 
injiziert und zwar in taégl. emmaliger Dosis von 0,5-1,0g. Der 
gesammelte Harn wurde mit Essigsaure schwach angesauert, auf 
dem Wasserbade bis zur Sirupkonsistenz eingedampft und dreimal 
mit heissem Alkohol extrahiert. Der nach Abdampfen des 
Alkohols. erhaltene Riickstand wurde in wenig Wasser aufge- 
nommen, die wasserige Losung mit Schwefelséure angeséuert und 
mit KEssigather gut geschtttelt. Beim Hinengen des KEssigather- 
auszugs schied sich die Ornithurséure ab (4,0). Ihr Schmelzpunkt 
liegt bei 184°C. 

Die Mutterlauge wurde weiter eingedampft und mit kaltem 
Alkohol extrahiert. Aus der alkoholischen Losung konnten 0,56 ¢ 
reine Benzoesaure gewonnen werden, wahrend aus dem Riickstand 
noch 1,10 g Ornithursadure isoliert wurden. 


2. Versuche mit Organbrei. 

Bei diesen Versuchen kamen Leber, Niere, Pankreas, Lunge, 
Milz und Blut des Kaninchens in Anwendung. Mit physiologi- 
scher Kochsalzlosung gut gemischter Organbrei von frisch ge- 
totenen Kaninchen wurde mit einer Losung von ornithursaurem 
Natrium (1,0 g) nebst Chloroform und Toluol vermischt und unter 
ofterem Umschiitteln bei 37°C im Brutschrank belassen. Wurde 
die Freiheit von Keimen nach 7 tagiger Digestion durch Ziichtung 
nachgewiesen, so wurde das Digerat enteiweisst, mit Schwefelsiure 
angesauert und dann mit Essigather stark geschiittelt. Aus dem 
Essigatherauszug wurden Benzoesiure und Ornithursdiure auf die 
zavor angegebene Art ermittelt. Die wasserige Losung wurde mit 
Barytwasser genau neutralisiert und der Aminostickstoff auf 
bekannte Weise bestimmt. Selbstverstandlich war jeder Versuch 
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von einem Kontrollversuch begleitet, welcher unter genau denselben 
Bedingungen wie der Hauptversuch stand, von dem er sich nur 
dureh das Fehlen der zu priifenden Substanz unterschied. 

Die Befunde sind in der nachstehenden Tabelle verzeichnet. 
Es zeigt sich dabei, dass die ornithursdiurespaltende Wirkung, wenn 
auch sehr schwach, bei der Leber und der Niere hervortrat, 
wahrend in anderen Organen,itiberhaupt keine Wirkung zu 
beobachten war. 


‘TABELLE I. 
z sz E “2 ae Benzoesiiure . Ornithin 5 ¢ 
OO & AS ae 2 Ord 
eee [2 oy Ce zage 
g E fs 2 2 a é Berechn,| Gefunden Berechn,| Gefunden SES 
i ae Fe rie 4 - Pa ae ae 
20 Leber 1,0 7,0 | 0,7176 10,0260] 3,62 | 0,3882 |0,0141} 3,64 | 0,8561 
” ” » » 10,0265) 3,67 p 0,0155| 4,00 | 0,8612 
* » | 3 | 4 10,0304) 4,93) ,, —|0,0155| 4,00 | 0,9076 
%» » rool 0,0330] 4,59 aD 0,0149) 3,80 | 0,8920 
” ” » Pegs 0,0374| 5,21 5 0,0165) 4,30 | 0,7910 
"bs 3 ” ” 0,0355| 4,94 D 0,0151} 3,89 | 0,7701 
9 » 2 ” 0,0381} 5,30 55 0,0162} 4,18 | 0,8150 
10 Niere 1,0 35 + 0,0185| 2,57 %9 0,0079| 2,05 | 0,8901 
xr $ a 22 0,0202) 2,81 + 0,0094| 2,42 | 0,8555 
” ” ” ” 0,0210] 2,92 = 0,0090) 2,31 | 0,9210 
” 9 x es 0,0205] 2,85 2 0,0085) 2,19 | 0,8735 
» i ae ” 0,0193] 2,68 55 0,0080} 2,06 } 0,8321 
8 Pankreas | 0,5 3 0,3588 | Spur 0,1941 | Spur 0,4.246 
. NES. ‘ ss é ; 0,4153 
”» ” ” ” Rs ” » 0,4400 
20 Lunge - or 2 0 ” 0 0 0,4236 
” 99 ” » 0 » 0 0 | 0,4301 
3 Milz By % aes 0 0 ” 0 0 0,4354 
” » ” ” 0 ” 0 0 0,4151 
20 Blut ; ss as 0 + 0 0 | 0,4015 
a5, ” rr ” 0 0 - 0 0 | 0,3995 
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3. Durchblutungsversuche. 


Die Durchblutungsversuche wurden an Kaninchenlebern aus- 
gefiihrt. Die Durchstrémungsfliissigkeit bestand aus defibrinier- 
tem Kaninchenblut, weleches mit dem halben Volumen physio- 
logischer Kochsalzlosung verdiinnt war. Die Ornithursaure wurde 
als Natriumsalz zugesetzt. Die Durchleitung dauerte 60 Minuten. 
Wahrend dieser Zeit fanden die Umsetzungen statt. 

1,0 ¢ Ornithursaure zugesetzt. 
0,702 ¢ Ornithurséure wiedergefunden. 
0,052 2 Benzoeséure gefunden. 


i 
| 
| ee ! : 

B. |UBErR DAS VERHALTEN DER BENZOESAURE IM ORGANISMUS 


DES KANINCHENS BEI GLEICHZEITIGER ZUFUHR 
DES ORNITHINS. 


Binem Kaninchen von 2300 ¢ Korpergewicht wurden 1,689 ¢ 
benzcesaures Natron und 0,668 g Ornithin in Wasser gelést per os 
eingegeben. “Der Harn wurde mit dem 5 fachen Volumen Alkohol 
versetzt, auf dem Wasserbade erwarmt, durehgeschiittelt, einige 
Stunden stehen gelassen und dann filtriert. Der nach Ab- 
dampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in wenlg 
Wasser aufgenommen, die wasserige Losung mit Schwefelsdure 
angesauert und im Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat 
mit Aether extrahiert. Der Aetherauszug liess nach dem Ver- 
dunsten eine wenig gefarbte Krystallmasse zurtick. Diese Masse 
wurde izunichst mit kaltem Alkohol behandelt. Die in kaltem 
Alkohol unlosliche Krystallmasse wurde in heissem Alkohol auf- 
genommen. ‘Daraus schieden sich allmahlich 1,434 ¢ gut krystal- 
lisierte| Hippursaure ab. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 187°C. Aus 
dem inj kaltem Alkohol léslichen Anteil konnten nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren noch 0,512g reine Hippursiure gewonnen 


werden, welche bei 186°C schmolz. 
| 


Im ganzen wurde 1,43¢ Benzoeséure verfiittert und die 
gewonnene Hippurséure betrug 1,94 ¢, also 92% der Theorie. 


Ornithurséurebildung im Hiihnerorganismus. 431 


0,1270 ¢ Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 
7,2 cem. n/10—H2S0Qx4. 
Ber. fiir CoHpNOs: 7,82%N; Gef. 7,89%N. 
Aus der mit Aether extrahierten wasserigen Lésung konnte 
keine krystallinische Masse isoliert werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Kaninchenorganismus ist befahigt, die einverleibte 
Ornithursaure zum Teil zu spalten. 

2. Dureh Organbrei- und Durchblutungsversuche konnte 
festgestellt werden, dass die Leber und die Niere des Kaninchens, 
wenn auch nur in geringer Menge, die zugesetzte Ornithurséiure zu 
spalten vermag. 

3. Der Organismus des Kaninchens ist nicht imstande, die 
Synthese der Ornithursiiure aus der verfiitterten Benzoesaure und 
dem Ornithin auszufiihren. 
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UBER DAS VERHALTEN DES GEBUNDENEN 
ZUCKERS BEI BEBRUTUNG VON 
HUHNEREIERN. 


Von 


JUN-ICHIRO SAGARA, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki, 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1930.) 


Enteiweisste Losung des Hiihnereies ist bekanntlich imstande 
alkalische Cuprisalzl6sungen beim Erhitzen zu reduzieren. Wenn 
man aber das Ei vor der Enteiweissung mit verdiinnter Mineral- 
siure hydrolysiert, so ist das danach gefundene Reduktions- 
vermogen im allgemeinen grosser, und zwar noch grosser als dem 
auf anderem Wege festgestellten Ovomucoidgehalt entspricht. Es 
miissen also neben dem Ovomucoid noch eine oder mehrere andere 
Substanzen vorkommen, die gleichfalls imstande sind ein reduzie- 
rendes Hydrolyseprodukt zu liefern. Dabei hat man zunichst zu 
denken an das Glykogen, weiter an die verschiedenen Kohlehydrat- 
phosphatverbindungen, an Nukleoproteide mit ihren Kohlehydrat- 
komponenten usw. Aber daneben kommen ohne Zweifel noch zahl- 
reiche unbekannte Substanzen vor, deren chemische Natur wir uns 
kaum vorstellen kénnen. Diese gesamten Substanzen werden im 
allgemeinen der ,,gebundene Zucker‘‘ genannt. 

Um die Frage aufzuklaren, welche Aufgabe diese Substanzen 
bei der Eientwicklung zu erfiillen haben, schien es mir wiinschens- 
wert, einerseits die durch Hydrolyse mit Séure spaltbaren redu- 
zierenden Substanzen im Hiihnerei zu identifizieren und anderer- 
seits das Verhalten dieser Substanzen im ganz verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien zu untersuchen. Die nachstehend mitgeteilten 
Untersuchungen hatten die Losung der Frage zur Aufgabe, wie der 
gebundene Zucker der Hiihnereier sich bei der Bebriitune verhalt, 
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und ob sich nicht eine direkte Beziehung zwischen dem freien und 
dem gebundenen Zucker dabei feststellen lasst. 


EKXPERIMENTELLES. 


Als Untersuchungsmaterial verwendete ich zum Teil frisch 
befruchtete Eier und zum Teil bebriitete Hier, die 3, 5, 7, 10, 14, 
18 und 20 Tage alt waren. 

Hierklar, Dotter sowie Embryo mit Adnexen wurden sorgsam 
getrennt. Bei der Bestimmung des freien Zuckers wurde jede Por- 
tion nach Schenck enteiweisst, der Traubenzucker dann nach 
Bertrand titriert. Zur Ermittelung des Gesamtzuckers (frei und 
gebunden) wurde jede Portion zunachst mit dem 5-fachen Volumen 
verdiinnter Salzsaureldsung 1 Stunde lang im Wasserbade riick- 
fliessend erwirmt. Bei der Hydrolyse des Eiweisses und des 
Embryos wurde 4%ige Salzsdure verwendet, wahrend ich bei der 
Hydrolyse des Dotters 3%ige Saure anwandte. Die hydrolysierte 
Losung wurde dann nach Schenck enteiweisst. Fitir die Bestim- 
mung des Reduktionsvermoégens diente das Filtrat nach Bertrand. 
Die Bestimmungen liessen sich ohne jede Schwierigkeit ausfiihren, 
ebenso glatt wie bei einer reinen Zuckerlésung. Man erfahrt die 
Menge des gebundenen Zuckers durch Subtraktion des vorher ge- 
fundenen freien Zuckers von dem Gewicht des Gesamtzuckers. 

Fir jede Versuchsreihe wurden 5 Versuche unternommen. 
Die einzelnen Versuchsresultate stimmen bei allen Bebriitungs- 
perioden immer so gut iiberein, dass man ohne Schwierigkeit Mittel- 
werte daraus ziehen konnte. 

Soweit nun zunachst die quantitative Bestimmung sich auf den 
freien und gebundenen Zucker im ganzen Hiinhalt bezieht, hat sie 
die in ‘Tabelle I. ersichtliche Zusammensetzung ergeben. 

Bei Betrachtung der Tabelle sicht man, dass die Menge des 
freien und des gebundenen Zuckers in der ganzen Bebriitungs- 
periode eine stetige Abnahme erfahrt. 
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TABELLE I. 


Gefundene Menge des 


Bebriitungs- Gewicht 

ea Cae Gesamtzuckers | freien Zuckers eae sane 
senen Pa in g. in % in g. in % in g. in % 
0 45,6 0,3983 0,87 0,1730 0,37 0,2253 0,49 
3 40,9 0,3017 0,73 0,1196 0,29 0,1821 0,44 
5 41,7 | 0,2311| 0,55 | 0,0739| 0,17 | 0,1572| 0,37 
z 42,4 0,2068 0,48 0,0525 0,12 0,15438 0,36 
10 44,6 0,1965 0,44 0,0404 0,09 0,1561 0,35 
14 38,6 0,1487 | 0,38 | 0,0235| 0,06 | 0,1252| 0,32 
18 39,9 0,1431 0,35 0,0251 0,06 0,1180 0,29 
20 36,0 0,0945 0,26 0,0215 0,06 0,0730 0,20 


Hine Mobilisierung des Zuckers in dem werdenden Embryo ist 
leicht aus Tabelle II. und III. ersichtlich. 


TABELLE IT. 


Gefundene Menge des freien Zuckers im 
ge ge lia | Dotter Klar | E peaches ganzen Hi 
: g. g. | a g. 
0 0,0312 01418 | 0,1720 
3 _ 0,0400 0,0796 0,1196 
5 | 0,0533 0,0206 | 0,0739 
7 00399 0,0126 0,0525 
10 10,0246 0,0120 | ~— 0,0038 0,0404 
14 0,0159 0,0027 |  0,0049 0,0235 
18 0,0145 | 0,0106 0,0251 
20 | 0,0215 0,0215 
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TABELLE III. 
Gefundene Menge des gebundenen Zuckers im 
fae eat Dotter Klar we oy ganzen Ei 
g. g. e g. 
0 0,0584 0,1708 0,2253 
3 0,0575 0,1246 0,1821 
5 0,0519 0,1053 0,1573 
Tae 0,0294 0,155 0,154 
10 0,0152 0,1393 0,0045 0,1562 
14 | 0,0424 | 0,0507 0,0321 0,1253 
18 0,1083 i 0,0097 0,1180 
20 | 0,0730 0,0730 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In vollkommenem Hinklang mit den friiheren Angaben 
habe ich zuerst festgestellt, dass der im Hiihnerei vorhandene freie 
Zucker wahrend der Bebriitung mit fortschreitender Entwicklung 


des Embryos bis zum 20ten Bebriitungstag abnimmt. 


2. Die weitere Untersuchung ergab, dass im Hiihnerembryo 
der gebundene Zucker bei der Bebriitung eine stetige Abnahme 


erfahrt. 


3. Bei 7- und 10 tagiger Bebriitung tritt eine Vermehrung 
des gebundenen Zuckers im Eiweiss deutlich zutage, wiihrend dabei 


im Dotter eine Abnahme erfolet. 


1 nr ae 
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ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN 
BIOCHEMIE. 


V. Uber das Verhalten des Chinaldins im Organismus 
des Kaninchens und des Huhns. 


VON 


MASAO TAKAHASHI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki, 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1930.) 


Die Analogie, welche die Substanzezn der Pyridinreihe in 
ihrem chemischen Charakter mit den Chinolinderivaten darbieten, 
berechtigte zu der Erwartung, dass die beiden Verbindungen auch 
im Tierk6orper ein ahnliches Verhalten zeigen wiirden. Dass das 
a-Picolin im Tierorganismus durch Oxydation zu a-Picolinsaure 
und durch Paarung mit Glykokoll in a-Pyridinursaure umgewan- 
delt wird, wurde vor einigen Jahren im hiesigen Institut festgestellt 
(1927), wahrend das Chinaldin, eine dem a-Picolin vollkommen 
analoge Verbindung, nach dem Cohnschen Versuche (1894) 
leichter einer Zersetzung im Tierkérper anheimzufallen scheint. 

Da das Studium des Verhaltens von Chinolin und seinen 
Derivaten im tierischen Organismus geeignet sein konnte, tiber 
die Schicksale vieler Pflanzenalkaloide im Tierkérper Licht zu 
verbreiten, so verlohnt es sich sehr wohl, schon allein zur Be- 
stiitigung die Cohnschen Versuche nachzupriifen. Es bestand 
dabei die Aufgabe, geringe Mengen etwa vorhandener a-Chinolin- 
earbonsiure und a-Chinolinurséure, die nach Analogie der a- 
Picolinséure und o-Pyridinursauresynthese entstehen mussten und 
die bisher vielleicht hatten tubersehen sein kénnen, nachzuweisen. 

Im Gegensatz zur Annahme Cohns, dass das Chinaldin im 
Tierorganismus bis auf verschwindende Reste zerst6rt wird, wird 
das an Kaninchen verabreichte Chinaldin zum Teil nach Oxydation 
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und Paarung mit Glykokoll als a-Chinolinurséiure ausgeschieden. 
Dass die Menge der Umwandlungsprodukte iiberhaupt sehr gering 
ist, beruht wahrscheinlich darauf, dass der Organismus der Ver- 
suchstiere die Oxydation der Methylgruppe des Chinaldins nur in 
geringem Masse besorgen kann. 


J. VERSUCHE BEI KANINCHEN. 

10 Kaninchen wurde Chinaldin in 20%iger Losung in Olivenol 
in taglichen einmaligen Dosen von 0,2¢@ per Kopf subeutan ein- 
gespsitzt. Im ganzen wurden 20¢ Chinaldin gegeben. 

Der Urin wurde immer frisch eingedampft, dann unter Zusatz 
von Phosphatpuffer so lange Urease zugegeben, bis kein Ammoniak 
mehr entwich. Der Riickstand wurde mit kochendem Alkohol ex- 
trahiert, abgedampft, nochmals mit absolutem Alkohol ausgezogen, 
die vereinigten Ausziige abdestilliert, der Riickstand in 5% Schwe- 
felsdure gelodst und mit Phosphorwolframsiurelosung gefallt. 
Der Niederschlag wurde in bekannter Weise mit Baryt zerlegt, der 
Uberschuss von Baryt durch Kohlensiiure entfernt. Das Filtrat 
wurde dann unter vermindertem Druck stark eingeengt, mit 
Schwefelsiure angesiuert und im Extraktionsapparat mit Aether 
extrahiert. Beim Abdampfen des Aethers schieden sich daraus in 
kleiner Menge Krystalle ab, die nach einmaliger Umkrystallisation 
farblos sind und trocken 0.1896 g wiegen. Die Krystalle sintern 
bei 145°C und schmelzen unter Gasentwicklunge bei 186°C 
(unkorr.), also identisch dem von Ellinger u. Matsuoka (1920) 
aus dem Urine des mit Chinolin-carbonsaure gefiitterten Kanin- 
chens isolerten a-Chinolincarbonylglykokoll. Die Analyse ergab 
ebenfalls einen Wert, der mit dem von a-Chinolinursaure tiber- 
einstimmt. 


Il. Versucue Ber HUHNERN. 
Das reine Chinaldin wurde 5 Hiihnern in taglichen Dosen von 
0,3-0,5 g per Kopf in 20% iger Lésung in Olivenél subeutan ein- 
gespritzt. Im ganzen erhielten die Tiere zusammen 32 ¢ Chinaldin. 
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Die gesammelten Exkremente wurden frisch auf dem Wasserbade 
eingedampft, mit heissem Alkohol extrahiert, die in 5% Schwefel- 
‘sdure geldsten Riickstiinde dieser Extrakte mit Phosphorwolfram- 
saureldsung gefallt. Der Niederschlag (A) und das Filtrat (B) 
wurden in folgender Weise gesondert bearbeitet : 

Der Niederschlag (A) wurde in bekannter Weise mit Baryt 
zerlegt, der Uberschuss von Baryt durch Kohlensiiure entfernt. 
Dabei fiel ein krystallinischer Niederschlag aus, weleher auf Grund 
einer Analyse als Kreatin betrachtet werden kann. Das Filtrat 
des Kreatins wurde eingedampft, der Ritickstand in verdtinnter 
Schwefelsiiure gelést und mit Ather extrahiert. Die aetherischen 
Ausztige ergaben beim Abdestillieren eine krystallinische Abschei- 
dung; nach dem véligen Verdunsten des Aethers blieb ein schwarz- 
gefarbtes Harz zuriick, welches nach Behandeln mit Alkohol eine 
zweite Krystallisation ergab. Im ganzen konnte ich 0,2708 g Sub- 
stanz erhalten, welche bei 280°C schmolz. 

0,1104 g Substanz gaben 0,1658 g COs und 0,0666 g H20. 
0,1062 ¢ Substanz gaben 26 cem. N (25,1°C. 756 mm). 
Gef. C 40,95% H 6,74% N 27,06%. 

Die chemische Konstitution dieser Verbindung ist noch nicht 
aufgeklart. 

Das Filtrat (B) der Phosphorwolframsaéurefallung wurde in 
bekannter Weise mit Baryt und Kohlensaure behandelt, das Filtrat 
eingedampft und mit Alkohol extrahiert. Beim Einengen des 
Alkoholextraktes schieden sich Krystalle aus, die 0,183 ¢ wogen. 
Die Analyse ergab einen Wert, der mit dem sowohl von Cholesterin 
als auch von Koprosterin beinahe tibereinstimmt. Diese Substanz 
schmilzt bei 137°, d.h. bei tiber 20° hoherer Temperatur als Kopro- 
sterin. Bei der Mischprobe mit Cholesterin zeigt sie keine Schmelz- 


punktsdepression. 
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ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN 
BIOCHEMIE. 


VI. Uber das Verhalten der Nitrozimtsaure 
im Tierorganismus. 


Von 


MASAO TAKAHASHT, ~~ * ""™ to! 

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut in Napasaks, 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 
(Hingegangen am 17. Januar 1930.) 

An die alte Entdeckung, dass die genossene Benzoesiiure. im 
Harn als Hippursiure wieder erscheint, reihten sich' eine Anzaht 
von Versuchen, die den Zweck hatten, einérseits die'.chemische 
Umsetzung der Benzoesaiure bei verschiedenen Tierspecies zt ver: 
folgen und andererseits zu ermitteln, in welcher Art sich andere 
aromatische Sauren im Organismus verhalten. So, zum' Beispiel 
wurde das Verhalten der Nitro-, Amino-, Oxy- und Halogenbenzoe- 
saure im Tierorganismus von verschiedenen Autoren festgestellt. 
Dass die Benzoesaure sich im Organismus der Vogel statt mit dem 
Glykokoll, mit emem anderen Hiweissderivate, dem Ornithin,, zu 
Ornithurséiure paart, wurde von Jaffé (1877) entdeckt. 

Ankniipfend an eine kiirzlich erschienene Arbeit von. Chris; 
tomanes (1928), in der nachgewiesen wurde, dass ein kleiner Teil 
der bei Hunden eingefiihrten o-Nitrozimtséure im Harn erschien 
neben kleinen Mengen o-Nitrohippursaure, habe ich eine, Reithe von 
Fiitterunesversuchen an Hunden, Kaninchen und Hiihnern mit 
isomeren Nitrozimtsauren angestellt, die je nach der Stelle: der 
Seitenkette verschiedene Beziehungen zu _ einigen, Stoffwechsel- 
produkten besitzen. Dabei wurden den Versuchstieren je 1-2¢ 
Nitrozimtsaure taglich per os eingegeben. 

Bei Versuchen an Hunden mit m-Nitrozimtsiure konnte Th 
keine befriedigenden Ergebnisse finden. Nach  Kingabe; yon 
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m-Nitrozimtséure bei Kaninchen wurden neben dieser Saure 
m-Nitro-phenyl-aerylursdure aus dem Harn isoliert, wihrend die 
o-Nitrozimtsaure nur schwer einer Oxydation und Paarung im 
Kaninchenorganismus anheimzufallen scheint. Anders verhalt 
sich der Hiihnerorganismus gegebentiber beiden Nitrozimtsauren. 
Es ist dabei sicher festgestellt, dass die Zimtsauren im Hiihner- 
organismus dureh Oxydation in Nitrobenzoeséure und weiter in 
Bernsteinsaure umgewandelt werden. 


I. VeErRsucHE BEI HUNDEN. 


Der nach Eingabe von m-Nitrozimtsiure gesammelte Hunde- 
harn wurde eingedampft bis zur Sirupkonsistenz und mit 94%1igem 
heissem Alkohol ausgezogen. Nach Verdunsten des Alkohols wurde 
der Riickstand im Wasser gelost, mit verdtinnter Schwefelsdure 
versetzt und mit Aether ausgeschiittelt. Nach dem Abdampfen des 
Aethers hinterblieb ein diinnfliissiges Harz, das selbst nach wochen- 
langem Stehen keine Krystalle absetzte. 


IJ. VerrsucHE BEI KANINCHEN. 


Bei Versuchen an Kaninchen mit m-Nitrozimtsaure wurde der 
Harn zur Sirupkonsistenz eingedampft und mit Alkohol aus- 
gezogen. Der alkoholische Auszug wurde nach dem Abdampfen 
des Alkohols mit Wasser versetzt, wobei sich Krystalle abschieden. 
Das Filtrat wurde mit verdiinnter Schwefelsaure versetzt und dann 
mit Aether extrahiert (A). Die Krystallmasse wurde mit Aether 
behandelt (B). Dabei blieb die wiedergefundene Nitrozimtsiure 
ungelost. Der Aetherauszug (B) wurde mit dem oben erwihnten 
Aetherextrakt (A) vereinigt, nach Verdunsten des Athers, mit 
Petrolather Aufgenommen und filtriert. Nach Verdunsten des 
Petrolathers ‘schieden kleine gefarbte Krystalle aus, welche aus 
heissem Wasser mit wenig Tierkohle vorsichtig umkrystallisiert 
wurden. Die Verbindung sublimierte leicht und schmolz bei 
127-128°C. Die gesamte Ausbeute betrug 0,76 g. 
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0,0500 g Substanz gaben 0,0964 g COs und 0,0208 g H20. 
0,1225 g¢ Substanz gaben 12,1 cem N (19°C. 758 mm). 
CiiHioN20; Ber. €52,79% H4,038% N11,20% 
Gef. ,, 52,58 » 4,64 » 11,26 
Auf Grund der obigen Analyse ist anzunehmen, dass es sich 
bei der Substanz sehr wahrscheinlich um m-Nitro-phenyl-acrylur- 
sdure handelt. 


III. VeErRsucHE BEI HUHNERN. 


Die nach Eingabe von m-Nitrozimtsiure gesammelten Hiihner- 
exkremente wurden zu diinnem Sirup eingedampft, mit heissem 
Alkohol extrahiert, letzterer nach dem Abkiihlen filtriert, unter ver- 
mindertem Druck verdunstet und der Riickstand mit wenig Wasser 
aufgenommen. Dabei schieden sich die Krystalle der wieder- 
gefundenen m-Nitrozimtsdure aus. Das Filtrat wurde mit ver- 
diinnter Schwefelséure angesdiuert und dann mit Essigaether 
extrahiert. Aus dem Essigesterauszug erhielt man zunachst eine 
geringe Menge der m-Nitrobenzoeséure mit dem Schmelzpunkt 
145°C. Aus den Mutterlaugen konnten durch weiteres Einengen 
wenige de. eines bei 184°C schmelzenden Stoffes isoliert werden, der 
diesselben Analysenwerte besass, wie die Bernsteinsiure. 

Bei Versuchen mit o-Nitrozimtsiure wurden die Hiihner- 
exkremente nach dem Eindampfen mit heissem Alkohol extrahiert, 
der Alkohol verdunstet und der Riickstand mit Wasser aufgenom- 
men. Beim Ansduern mit Schwefelsdiure fiel eine geringe Menge 
von o-Nitrozimtsaure aus. Das Filtrat wurde mit Aether extra- 
hiert. Aus dem Aetherextrakt fiel, die o-Nitrobenzoesaure aus. 
Nach dem Umkrystallisieren aus heissem Wasser lag ihr Schmelz- 
punkt bei 147°C. Die Mutterlauge wurde eingedampft, in Wasser 
gelost, mit Kalkmilch versetzt und das Filtrat unter Zusatz von 
Salzsiure mit KEssigaether extrahiert. Beim Verdunsten des 
Essigaethers schieden sich 0,33 @ schéner Prismen mit dem Schmelz- 
punkt 184°C ab. Die Analysendaten deuteten auf Bernsteinsiure 
him. 
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Die Ergebnisse der einzelnen Fiitterungsversuche von Ortho- 
und Meta-Nitrozimtsaéure sind im folgenden tabellarisch nieder- 


geleet. 
TABELLE I. 
o-Nitrozimtsaure. 
Ausbeute von 
sary Geftitterte} Wieder- nie cone, 
Versuchs- Tierarten Menge |gefundener o-Nitro- | o-Nitro—| Bernstein- 
nummer aii benzoe- hippur- Se 
g. o-Nitro- uae See saure 
zimtsaure ; ‘ 2. 
o g- g. 
g. 
1 Kaninehen 12,0 5,0 = _ = 
2 ” 20,0 10,5 = ais = 
3 Huhn 12,0 0,07 0,11 — 0,33 
TABELLE II. 
m-Nitrozimtsaure. 
Ausbeute von 
: i Geftitterte| Wieder- ane m-Nitro- 
Versuchs Tierarten Menge |gefundener m-Nitro- phenyl- | Bernstein 
nummer j benzoe- = 
2g. m-Nitro- See aerylur- sadure 
zimtsaure 3 siure g. 
a g. 
g. g- \Z 
4 Hund 3,0 — — —_ -— 
5 Kaninehen 20,0 5,0 — 0,75 — 
6 Huhn 18,0 2,2 0,10 — 0,14 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


VII. The Effect of a Vitamin C given Parenterally to Guinea 
Pigs fed on a Vitamin Free diet. 


By 


T. NAGAYAMA and T. TAGAYA, 


(From the Laboratory of Biological Chemistry of the Tokyo Jikei-kwat 
Medical College, Tokyo.) 


(Received for publication, January 18, 1930.) 


Vitamin A and B have already been known to have an effect 
not only in oral use but also in a hypodermic injection. On the 
other hand, vitamin C generally has been given so far by the 
mouth in feeding experiment, and we do not yet know of its having 
been applied parenterally. Therefore we prepared Vitamin C 
Sample which showed no harm to the animal’s health upon the 
injection, and examined the parenteral effect of vitamin C. 


I. THe Meruop or PREPARING ‘‘ VITAMIN C SAMPLE’’ FOR 
HypopermMic INJECTION 

It is needless to say that a vitamin C is easily destroyed under 
various conditions, and is also difficult to be isolated chemically. 
Though there are several methods used by Zilva (1924), Bezsso- 
noff (1925), and Tsujimura (1926), these are quite inconvenient 
to perform. We, therefore, prepared by a far more simple way the 
solution of vitamin C in tolerable purity as could be injected. 

First of all, press juice of fresh radish is prepared and to this 
an equal volume of 95% alcohol is added. Most parts of albumin 
and salts are precipitated by this treatment. The alcoholic filtrate 
is then distilled under diminished pressure in an apparatus, letting 
atmosphere of nitrogen gas, until the volume of the fluid attained 
the 14 of the original amounts of the radish juice. The quantities 
of the juice and the lees obtained from the radish are as follows: 
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if II 
Radish 648 gm. 512 gm. 
Juice 530 ee. 420 ce. 
Lees 93 om. 54 gm. 


This ‘‘C Sample’’ is yellow transparent fluid, and has a strong 
acid reaction. 10 cc. of this fluid is perfectly neutralized by 3.2 ce. 
of N/10 NaOH. It tastes sweet, and it contains the reducing sugar 
equivalent to 8.91 g/dl of glucose. Biuret reaction and sulphosali- 
cylic acid reaction are negative. The above mentioned ‘‘C Sample’’ 
is to be made every week and preserved within a brown bottle 
saturated with nitrogen gas and placed in an ice-box. 


TABLE La. 
Water Per Os. 
No. 10 

Date Days ee Diet poet 

Tafel al 415 10.0 
. 2 405 9.0 
9 3 395 7.5 
10 es 385 7.0 
il 5 370 9.5 
‘as “ 355 7.0 
13 7 358 7.0 
i 8 353 10.5 
ae 9 365 9.5 
16 10 347 7.0 
i 11 345 7.0 
- 12 338 12.5 
Ag 328 13.0 
a ag 325 12.5 
es a 319 17.5 
- +8 305 20.0 
is a 284 18.0 
he 18 265 18.5 died 


Remarks: Showed typical scorbutic changes. 


Studies in Experimental Seurvy. 447 


TABLE I b. 
Water Per Os. 
No. 11 
Date Days Body weight Diet ingested 
gm. gm. 
6/VI 1 535 10.5 
7 2 525. 14.5 
: 3 510 12.0 
9 4 505 9.0 
10 5 490 3.5 
11 6 475 0 
12 7 455 0 
13 8 433 0 
14 9 420 0 
15 10 407 0 
16 11 382 0 
17 2 365 4.5 
a 13 350 1.0 
19 14 335 1.0 
20 15 820 25 
ia 16 315 5.0 
22 ; 17 311 11.5 
23 18 302 8.0 
24 19 297 85 
25 20 285 7.0 
26 21 280 1.0 died 


Remarks: Developed scorbutic change. 


IJ. THe Mernop or EXpPEerrmMent. 

For our experiment, guinea pigs of from 300 to 500 2m. of 
weight were used. As the scorbutie diet, oatmeal and water were 
given. ‘To the control animals we gave as vitamin C supply the 
fresh radish juice in the amount corresponding to 4 em. of a radish 
per day. Every day the body weight of the animals and the 
amounts of the ingested food were measured. Water was always 
given to the animals in both groups of animals ad libitum. 
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Til. Frepinec EXxpertment with OATMEAL AND WATER. 
This experiment was done by feeding guinea pigs simply with 
oat-meal and water. The quantities of ingested food, the body 


weight, length of life, and autopsy findings are given in tables 
Ta and Ib. 


ITV. Freping EXPERIMENT WITH OATMEAL AND 
RavisH JUICE. 


In this experiment, the radish juice was added to oatmeal as 
a source of vitamin C, by the following quantity for each day 
twice a day, with a pipette which had a rubber cap; for 1-6 days, 
7-16 days, and 17-33 days, 2.0 ce., 3.0 e¢c., and 5.0 ec. respectively. 
The results are shown in tables Ila and IIb. 


V. Freping EXPERIMENT WITH OATMEAL AND ‘‘C SAMPLE’? 
(GIVEN BY MOUTH.) 


A number of guinea pigs were fed on the ‘‘C Sample’’ in 
place of the radish juice of the preceding experiment. The results 
are shown in tables [Ila and IIIb. 


VI. Propuynatic Errect oF THE ‘‘C SAMPLE’’ FOR 
EXPERIMENTAL Scurvy (APPLIED PARENTERALLY). 


In order to know the parenteral effect of vitamin C for scurvy, 
we injected the “‘C Sample’’ hypodermically once a day to the 
guinea pigs fed on oatmeal and water, at a definite hour every- 
day. The amounts of the ‘‘C Sample’’ for injection were in the 
following proportion: for 1-6 days, 7-16 days, and 17-33 days, 
0.5 ec., 0.75 e¢e., and 1.25 ee. respectively. The data of the results 
are given in tables [Va and IVb. 


VU. THe Errrcr or INgection or DEXTROSE ADDED WITH 
Crrric Acip ror EXPERIMENTAL Scurvy. 
As we have already stated, the so-called ‘“‘C Sample’’ is 
impure and contains a large amount of dextrose (8.9 g/dl) and 
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TABLE IT a. 
Radish Juice Per Os. 
No. 2 
Date Days Body weight ae ae Diet ingested 
gm. ce. gm, 
7/VI ih 330 2.0 18.0 
8 2 320 10.0 
9 3 320 9.0 
10 4 339 1325 
1 5 335 13.0 
2 6 340 10.5 
13 7 340 3.0 13.0 
14 8 3825 7.0 
15 9 325 12.0 
16 10 310 inks) 
17 11 320 13.0 
18 12 315 ; 10.5 
19 13 313 11.5 
20 14 302 9.0 
21 15 282 5.0 
22 16 282 11.5 
23 Nii 267 5.0 To 
24 18 258 6.0 
25 19 245 19.0 
26 20 240 19.0 
27 21 245 20.0 
28 22 245 20.0 
29 23 242 20.0 
30 24 260 22.0 
1/VII 25. 257 25.0 
4 26 258 25.0 
3 27 255 25.0 
4 28 251 27.0 
5 29 252 12.0 
6 30 249 23.0 
ff Balk 247 10.0 
8 32 248 23.0 
9 33 243 16.0 killed 


Remarks: No scorbutic change. Liver glycogen content=5.87%. 
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TABLE II b. 
Radish Juice Per Os. 
No. 1 
Date Days ga ae ae fish te Diet ae ee 
138/V1 1 378 3.0 9.0 
14 2 305 3.5 
15 3 345 2.9 
16 4 324 4.0 
17 5) 310 6.0 
18 6 305 5.0 
19 a 293 7.0 
20 8 295 7.0 
21 9 275 7.0 
29 10 270 5.0 9,0 
23 11 268 9.0 
24 12 262 8.5 
25, 13 260 8.5 
26 14 260 15.0 
oF 15 295 20.0 
28 16 256 20.0 
29 ilye 253 20. 
30 18 254 29.0 
1/VII 19 252 25.0 
2 2 207 25.0 
3 21 242 27.0 
4 22 240 292.0 
5 23 235 21.5 
6 24 235 30.0 
7 25 229 30.0 
8 26 245 30.0 
9 27 213 died 


Remarks: Died from deglutition of pneumonia but not SCUIVy. 
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TABLE IIa. 
**C Sample’? Per Os. 
Wo. 3 
Date Days Body weight caper Diet ingested 
gm. Ate gm, 
TPL al 410 0.5 19.0 
8 2 390 5.0 
9 3 385 13.5 
10 4 380 11.5 
11 5 380 9.5 
12 6 375 9.5 
13 7 375 0.75 9.0 
1¢ 8 375 12.0 
15 9 375 9.0 
16 10 oUt 9.0 
17 11 377 10.0 
18 12 375 11.0 
19 13 367. 7.0 
20 14 360 10.5 
21 15 356 1.25 ila 
22 16 350 9.5 
23 ig 356 13.0 
24 18 358 14.0: 
25 19 360 16.5 
26 20 365 19.0 
27 21 377 19.0 
28 22 380 18.0: 
29 23 380 17.5 
30 24 380 16.0: 
1/VII 25 380 16.0 
2 26 365 22.0 
3 27 362 11.5 
4 28 367 13.5 
5 29 358 12.5 
6 30 360 15.0 
iG 31 365 15.5 
8 32 360 10.5 
9 ae 365 12.0 


Remarks: 


Killed. No scorbutie change. 
Liver glycogen content =4.47%. 


Nagayama and Tagaya: 


TABLE III b. 
‘“C Sample’’ Per Os. 
No. 4 
1 nt o 5 z 
Date Days ee Cc Se Diet pe 
ce. 

7 1 425 0.5 17.0 
oe 2 400 13.5 
2 3 405 12.0 
a 2 410 16.0 
11 5 405 11.0 
i e 405 13.0 
13 7 402 0.75 11.5 
14 8 406 14.0 
15 9 402 11.0 
16 10 408 11.0 
17 11 393 ae 
18 12 400 12.5 
19. 13 400 11.5 
a ie 391 12.0 
a 2 382 10.5 
= ae 382 11.5 
ee 17 368 1.25 18.0 
ee ee 352 10.5 
= 19 337 14.5 
ae 20 331 6.0 
OTe 21 323 8.0 
28 22 324 16.0 
29 23 334 20.0 
30 24 338 21.0 
1/VII 25 342 23.0 
rk ae 335 12.0 
3 27 350 155 
2 28 354 12.0 
5 29 344 03.0 
6.. 30 350 12.5 
T 31 348 30.0 
: ve 348 28.5 
i he eee 21.0 


Remarks: Killed. 


No scorbutie change. 


Liver glycogen content =6.91%. 
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TABLE IV a. 
Injection of ‘‘C Sample’? 
No. 5 
Date Days Body weight Amount injected Diet ingested 
gm. ee. gm. 
7/IV 1 445 0.5 15.0 
8 2 425 14.0 
9 3 42 15.5 
10 4 420 13.0 
A 5 420 14.0 
2 6 415 15.5 
13 7 422 0.75 12.5 
14 8 415 13.5 
15 9 410 15.5 
16 10 395 12.0 
Li, Atal 390 10.5 
18 12 407 15.0 
19: 13 412 11.0 
20 14 415 13.5 
PAI 15 413 13.0 
22 16 405 10.5 
23 AY 407 1.25 w/435 
24 | 18 407 15.0 
25 19 406 12.0 
26 20 405 17.0 
27 21 400 12.0 
28 22 405 13.5 
29 23 410 14.5 
30 24 416 11.5 
1/VII 25 410 9.0 
2 26_ 406 12.5 
3 27 408 11.5 
+ 28 406 2.5 
5 29 396 24.0 
6 30 388 9.0 
7 nl 380 17.5 
8 39 370 24.5 
9 33 364 17.0 killed 
Remarks: Necrotic Ulcer during injection occurred, but no scorbutic 


change is recognized, 


Liver glycogen content= 3.41%. 


454 Nagayama and Tagaya: 


TABLE IV b. 
Injection of ‘‘C Sample’? 
No. 6 
Da te Dave ate a pcareea ected Diet rie 
6/VI a 340 0.5 15.0 
i 2 330 4.5 
8 3 330 11.0 
9 4 305 4.5 
10 5) 310 10.0 
11 6 305 7.5 
12 7 300 0.75 8.0 
13 8 295 10.5 
14 2) 290 9.0 
15 10 290 10.5 
16 11 288 9.0 
alia 12 288 8.5 
18 13 275 17.5 
19 14 275 18.0 
20 15 273 19.0 
21 16 265 11.0 
DO Tole: 17 260 1,25 15.0 
23 18 250, 10.5 
24 19 250 10.5 
25 20 253 19.0 
26 21 258 20.0 
Ae 22, 207 | 14.0 
28 23 259 17.0 
29 24 256 22.0 
30 2D 252 22.0) 
Wakgal 26 250 24.5 
2 on 252 25.0 
3 28 252 23.0 
4 29 246 28.0 
5 30 246 30.0 
6 31 240 30.0 
7 32 240 30.0 killed. 


Autopsy findings: 


No development of scorbutie change. 


Liver glycoken content =3.12%. 


Studies in Experimental Seurvy. 455 


organic acid. Therefore the influence of these substances upon the 
experimental scurvy is studied by injecting to the guinea pigs fed 
on oatmeal and water, 8.9 g/dl of dextrose acidified with citric acid, 
just in the same way as in the above experiment. The results are 
shown in tables Va and Vb. 

In order to make our experimental result easily perceivable 
the body weight, the amount of the ingested food, and the number 
of days of existence of the animals are drawn in curves as are 
shown in Fig. I, II, III, IV and V. 


TABLE V a. 
Injection of Glucose. 

No. 9 
Date Days ce gs plucoso inject a Diet pa 

6/VI 1 295 0.5 10.0 

if 2 285 7.5 

8 3 290 6.5 

9 4 285 7.5 
10 5 280° 6.5 
te 6 272 7.0 
12 ff 265 0.75 7.2 
13 8 265 7.5 
14 9 260 8.5 
15 10 258 8.5 
16 im 255 8.0 
ia 12 250 9.5 
18 13 24.5 18.0 
19 14 234 18.0 
20 15 225 19.0 
21 16 192 17.0 
22 17 180 18.0 


Remarks: Died from seurvy. 


456 '  Nagayama and Tagaya: 


TABLE V D. 
Injection of Glucose. 

No. 8 
He Days rope ht piueose inj oe Diet oe 
7/V1 1 345 0.5 8.0 
8 a et 335 7.5 
9 3° 340 9.0 
10 4 335 8.0 
11 5 335 7.5 
12 6 327 3.0 
13 7 320 0.75 7.5 
14 8 317 | ' 8.0 
15 | 9 315 : 8.5 
igi | 10 3104 | 8.5 
17 | ul 310, | 140 
18 | 12 307 | | 17.0 
19 | 13 298 | | 9.0 
20 | 14 292 | | 13.5 
21 | 15 287 | i A0c5 
22 | 16 285 | ' 20.0 
23 | il 275 1,25 18.0 
24 | 48 266. | 13.5 
25 | 19 251 | 4.5 
26 30 248 | 3.0 
27 | 21 230. 11.0 
28 | 29 295 | 7 13.5 
29 23 210 4.0 Died 


Remarks: Developed scobutic changes. 
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SUMMARY. 


The above results indicate, that all the guinea pigs fed on 
oatmeal and water, and those: injected with dextrose, show a 
remarkable decrease in body weight. Namely the rate of decrease 
in final body weight to that at the beginning, in the former and 
in the latter was respectively, 42% and 39% on an average. 
Accordingly the length of life was short, ie. 17-23 days. In 
‘spite of this the appetite was fairly good even until the last 
moment of life. On the dissection after death, we found such 
signs of scurvy as loosened teeth and hemorrhage in organ tissue. 
On the contrary, those which were given the radish juice orally, 
though they showed a little decrease in body weight (26.5%), 
on the autopsy findings after slaughter, no symptom of scurvy 
was found. In the case of another one, the rate of decrease in 
body weight was 43.6%, and it lived for 27 days. But the 
death was caused by deglutition of pneumonia, and we could not 
find any symptom of scurvy. In the case of guinea pigs which 
were given ‘‘C Sample’’ both orally and parenterally, the decrease 
in body weight was not remarkable, so that the rate of decrease 
in the final body weight to the initial, on the oral side and on the 
parenteral side, was but 15.3% and 28.9% respectively. The 


460 Nagayama and Tagaya. 


amounts of food ingested were normal. The animal was entirely 
healthy under feeding for more than a month, and besides no 
abnormal condition was recognised at all. On dissection, we could 
not find even the slightest symptom of scurvy. But in either case, 
the decrease in body weight was indispensable. As McCollum, 
Simmonds and Pitz (1917) already stated, this fact rises from 
oats being not only imperfect in amino acid and salts but also 
devoid of vitamin A. 


CoNCLUSION. 


The parenteral application of vitamin C for the prevention 
of the experimental scurvy has the same effect as when used orally. 


Additional Writings: 


The subsidy for natural science in the Educational Department was applied 
to the expenses of this study. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


VIII. Contribution to the Study on the Carbohydrate 
Metabolism of Guinea Pigs Fed on a 
Vitamin C Free Diet. 


By 


YOSHIYUKI KOGA. 
(From the Laboratory of Biological Chemistry of the Tokyo Jikeikwai 
Medical College, Tokyo. Director: Prof. T. Nagayama.) 


(Received for publication, January 15, 1929.) 


I. Lyrropuction. 


A. Palladin (1924) reported that there was a disturbance in 
carbohydrate metabolism of the animal fed on a vitamin C free diet, 
but the experiment in our laboratory (Nagayama, Machida, and 
Takeda, 1928,* and Tomita, 1928) showed just the opposite 
results to his report. 

In the experiment of Nagayama and his collaborators, a 
remarkable decrease of the liver glycogen contents in the end of 
scurvy was shown. As, however in the latter case, it was not clear 
whether the decrease was due to inanition or avitaminosis C, 
I slaughtered the scorbutie guinea pigs before they fell into starva- 
tion, and determined the glycogen contents in their livers and 
muscles at once, so that I might be able to examine the real in- 
fluence of experimental scurvy upon the glycogen contents in these 
organ tissues. 


It. Exprertwentau Mertuop. 
For the experiment, guinea pigs weighing from 500 to 600 gm. 
were used. As the scorbutie diet, those appointed by Sherman 
were given. For the control animal, besides the scorbutic diet, 


* Read at the first congress of Nippon Biochemical Society in 1925. 
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fresh radish was added. Furthermore, considering the influence 
of substances contained in radish other than vitamin C, I gave to 
another group of guinea pigs the same ration as the above control, 
in which vitamin C in radish had been destroyed by steam. Deter- 
mination of the glycogen contents in the liver and muscle was done 
by the method of Pfltiger and Imamura (1918). 

As soon as the amounts of ingested food became 20 gm. or so 
per day, guinea pigs were slaughtered and the glycogen contents 
in the liver and muscle were determined, without any regard to 
the scorbutic days. Yet the autopsy findings always showed the 
typical signs of scurvy in various degrees of severity. 


III. Exprerimentau REsuuts. 


The experimental results of the control animals, are shown in 
the tables from I to V; namely, the amounts of glycogen content 
in the liver are 5.4% on an average, and they are almost the same 
as that shown by Palladin. The amounts of the liver glycogen of 
those fed on Sherman’s vitamin C free basal diet alone, are 2.65%, 
and the amounts of those fed on this basal diet and boiled radish 
show 3.75%. These results are to be seen in the tables from VI 
to XV. 

As shown in the above tables, though in scurvy, when com- 
pared with the control, the amounts of the liver glycogen contents 
seem to decrease on an average, they are not remarkable; there 
being no case observed where glycogen became undetectable. The 
glycogen content, as we see in the table XVI and figure 1, always 
keeps nearly parallel to the amounts of ingested food, and such 
a remarkable decrease in glycogen contents as Nagayama and his 
collaborators had reported, was not due to scurvy itself but to the 
inanition accompanying to scurvy. 
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TABLE I. 
No. 1 (Control) 

Tate Pie ee cas diet Cee 
14/11 580 24 
15 560 32 
16 540 an 
17 540 29 
18 550 28 
19 530 24 
20 520 == 
21 510 38 
22 510 31 
23 500 40 
24 490 = 
25 490 38 
26 490 42 
27 500 37 
28 490 39 

1/iI1 490 38 

2 510 37 

3 500 34 

4 490 43 

5 490 42 

6 490 44 

i : 500 43 

8 500 45 

9 510 43 
10 500 45 
aN 520 45 
12 510 45 Liver 6.8 
13 520 42 Muscle 1.2 


Autopsy finding: Normal. 


464 Y. Koga: 


Tasxe II. 
No. 2 (Control) 
Date ee on ine diet ea gene 
14/111 500 44 
15 490 43 
16 490 40 
17 480 45 
18 500 44 
19 500 42 
20 500 42 
21 510 40 
22 510 40 
23 520 33 Liver 5.7 
24 530 41 Muscle 1.1 
Autopsy finding: Normal. 
TasLe IIT, 
No. 8 (Control) 
Mate Srey yo diet Glyeogen 
9/TII 440 39 
10 420 41 
11 440 4} 
12 450 — 
13 460 38 
14 450 37 
15 450 38 
16 450 40 
17 450 42 Ihiver 7.7 
18 460 41 Muscle 1.1 


Autopsy finding: Normal. 
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TABLE IV. 
No. 4 (Control) 
Date Body weight Ingested diet Glycogen 
gm. gm. 6 
12/TII 510 25 
13 490 36 
14 480 35 
LS) 490 37 
16 490 38 
17 480 38 
18 480 28 
19 470 31 
20 460 Bal 
21 460 35 
22, 460 37 
23 460 37 Liver 5.1 
24 450 36 Musele 0.8 
Autopsy finding: Normal. 
TABLE V. 
No. 5 (Control) 
Date | pie ES diet ae 
26/11 620 40 
27 | 610 39 
28 | 590 SVE 
1/III 570 29 
2 560 30 
3 550 42 
4 570 41 
D 570 39 
6 560 43 
7 550 38 
8 540 37 
9 540 35 
10 520 39 
11 510 40 Liver 2.0 
12 500 40 - Muscle 0.4 
Autopsy finding: Normal. 


Y. Koga: 


TasBLe VI. 
No. 6 (Seurvy) 
Date as he ee diet ie 
8/IL 500 25 
9 500 24 
10 490 3 
11 470 30 
12 480 31 
13 480 34 Control period 
14 460 33 
15 450 37 
16 460 39 
1p 440 40 
18 450 43 
19 450 38 
20 440 42 
21 440 44 _ Seorbutice period 
22 440 42 
23 440 41 
24 430 43 
25 430 — 
26 430 44 
27 430 41 
28 430 40 
WAM 420 35 
2 420 40 
3 420 39 
4 420 38 
5 420 40 
6 410 40 Liver 6.2 
7 400 36 Muscle 0.7 


Autopsy findings: Well developed scurvy. 
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TaBLE VII. 
No. 7 (Seurvy) 
Date Body weight Ingested diet Glycogen 
gm. gm. 0 
24/11 630 25 
25 610 30 
26 560 34 Control period 
QT 550 35 
28 560 44 
1/TI1 560 39 
2 560 36 
3 560 43 
+ 560 41 
5 550 44 
6 550 43 
ia 550 43 
8 530 44 
9 540 44 Scorbutie period 
10 540 45 
11 550 41 
12 540 43 
13 id 540 44 
14 540 44 
15 540 44 
16 540 44 
At 540 45 Liver 3.6 
18 530 43 Muscle 0.6 


Autopsy findings: Well developed scurvy. 


468 Y. Koga: 
TABLE VIII. 
No. 8 (Seurvy) 
Date. Body weight Ingested diet Glycogen 
gm. gm. % 
1/III 580 30 
2 560 — 
3 530 40 
Control period 
4 540 40 
5 550 39 
6 550 38 
7 540 = 
8 550 41 
9 560 4] 
10 540 44 
ili! 550 44 
12 550 41 
13 950 41 
14 550 42 Scorbutic period 
15 540 42 
16 590 42 
17 590 45 
18 540 39 
19 520 25 
20 500 = Liver 3.3 
21 500 39 Muscle 0.6 


Autopsy findings: Developed scurvy. 
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TABLE IX, 
No. 9 (Seurvy) 
Tinta Body weight Ingested diet Glycogen 
gm. gm. % 

9/1 490 34 
10 490 ] 31 
ais | 460 - 40 
12 470 40 
13 490 39 Control period 
14 480 42 
15 480 42 
16 480 42 
17 480 42 
18 490 43 
19 490 42 
20 490 41 
21 480 43 
22 480 41 
23 480 42 
24 470 43 
25 470 42 
26 480 41 
27 480 40 
28 470 38 
1/III d 470 43 Scorbutie period 
2 480 42 
3 470 42 
4 470 41 
5 470 41 
6 470 40 
ih 460 42 Liver 4.2 
8 460 39 Musele 0.6 


Autopsy finding: Well developed scurvy. 


470 Y. Koga: 
TABLE X. 
No. 10 (Seurvy) 
Date se ee diet ees 
26/11 520 
27 520 40 Control period 
28 510 43 
YANDEL 510 39 
2 510 44 
3 510 44 
4 520 43 
5 520 41 
6 520 44 
7 520 44 Scorbutic period 
8 530 43 
9 540 42 
10 520 44 
iil 530 44 
12 530 44 
13 520 43 
14 530 39 
15 520 40 
16 530 37 
17 520 29 
18 500 15 Liver 1.3 
19 470 14 Muscle 0.2 


Autopsy finding: 


Well developed scurvy. 


—— 
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TABLE XI. 
No. 11 (Seurvy) 
Date erat lant diet Syne 

30/1 510 22 

31 500 26 

1/11 490 30 Control period 
2 490 31 . 

3 490 32 

4 490 1 39 

5 500 t 34 

6 480 30 

7 480 Py 28 

8 460 27 

9 440 : 26 

10 450 28 
11 450 30 
12 460 30 
13 450 Pe 84 
14 470 34 . 
15 450 | 34 Scorbutie period 
16 460 33 / 
17 440 | 39 
18 440 32 
19 ~ 450 | 88 
20 450 34 
21 440 31 
22 440 30 
23 430 27 
24 430 30 ‘Liver 3.8 
25 420 30 Muscle 0.8 


Autopsy finding: Well developed scurvy. 


So Al 
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TABLE XII. 
No. 12 (Scurvy) 
Date sc cae ere diet ies 

“By AW 600 31 

6 600 aly Control period 
i 610 22 

8 590 2 

9 570 26 

10 560 33 

11 950 31 

12 560 34 

13 580 34 
14 570 34 Scorbutic period 
15 580 34 

16 560 34 

AZ. 540 34 

18 550 34 

19 550 33 

20 550 33 
21 540 23 

22 520 22 

23 520 18 
24 490 24 
20 500 23 
26 490 ii 

27 470 19 

28 490 28 

1/KII 490 18 

2 490 25 

3 460 27 Liver 2.0 
4 460 5 Muscle 0.4 


Autopsy findings: Developed scurvy. 
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TABLE XIII. 
No. 13 (Scurvy) 
Data Body weight Ingested diet Glycogen 
gm. gm. 0 
30/1 520 27 
31 540 32 
TAILLE 530 32 Control period 
2 510 30 
3 510 34 
4 510 36 
5 510 30 
6 500 30 
ai 500 32 
8 500 30 
9 490 30 Scorbutic period 
10 480 32 
11 480 26 
12 460 20 
13 430 16 
14 410 23 Liver 2.0 
15 410 21 Muscle 0.4 


Autopsy findings: Developed scurvy. 
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TABLE XIV. 
No. 14 (Seurvy) 
Hate rece ee eee diet } Geet 
30/1 610 26 
31 570 15 
b/ iT 590 23 
2 570 28 
3 580 33 Control period 
4 590. 30 
5 620 32 
6 620 39 
if 630 37 
8 600 20 
9 600 23 
10 590 26 
11 580 20 
12 970 30 
13 570 27 Scorbutie period 
14 560 = 
15 590 25 
16 540 29 
17 520 29 
18 510 29 
19 500 _— 
20 490 25 Liver 2.0 
21 470 21 Muscle 0.4 


Autopsy findings: Developed scurvy. 
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TABLE XV. 
No. 15 (Seurvy) 
Date saa Hie airy diet a eS 
30/1 560 30 
31 550 29 
1/11 ot ae Control period 
2 530 30 
3 540 34 
4 550 32 
5 520 30 
6 520 34 
7 540 31 
8 530 32 
9 530 31 
10 510 34 
11 520 24. 
12 510 28 Scorbutie period 
13 500 27 
14 510 26 
15 510 33 
16 520 34 
17 510 33 
18 520 32 
19 _ 520 32 
20 510 29 
21 500 25 Liver 1.5 
22 470 23 Muscle 0.3 


Autopsy finding: 


Developed scurvy. 
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TABLE XVI. 
Rody week _ Glycogen Contents 
No. of dua re Liver Muscle ak 
animal weight Ingested 
et : gm. Liver % gm. 
Initial | Final gm. % % ery 
if 580 530 26.2 1.6 6.8 1,2 5.7 43 
2 500 530 20.7 1.2 5.7 digi 5.1 42 
3 530 460 18.4 1.3 Tal at 7.0 45 
4 510 440 14,3 0.7 5.1 0.8 6.4 35 
5 620 590 16.1 0.3 2.0 0.4 5.0 40 
6 550 440 18.1 TEAL 6.2 0.7 8.9 38 
if 650 510 16.6 0.6 3.6 0.6 6.0 41 
8 640 500 17.4 0.5 3.3 0.6 5.5 40 
9 560 460 17.2 0.7 4,2 0.6 7.0 38 
10 520 460 16.2 0.2 3 0:2 6.5 14 
11 510 410 13.0 0.5 3.8 0.8 4.8 30 
12 660 460 15.2 0.3 2.0 0.4 5.0 27 
13 520 410 14.8 0.3 2.0 0.4 5.0 21 
14 610 470 17.8 0.4 2.0 0.4 5.0 21 
15 560 460 15.1 0.3 1.5 0.3 5.0 23 


Remarks: From No. 1 to 5, 10 gm. of fresh radish were given besides the basal 
diet. From No. 6 to 10, 10 gm. of boiled radish were given in 
addition to the basal diet. From No. 11 to 15, not any radish was 

~ supplied. 
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IV. Concuustons. 


I. The lack of vitamin C has no direct influence upon the 
glycogen content in the liver and muscle of the guinea pig. 

2. It may be proper to consider that a remarkable decrease 
of the glycogen content in those organ tissues in the end of seurvy, 
is rather due to the inanition which accompanies to disease. 
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UBER DEN EINFLUSS DES SEKRETINS AUF DEN 
BLUTZUCKERGEHALT, 


Von 


MORIO YASUDA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Kaiserlichen Universitat 
zu Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 


(Hingegangen am‘17. Dezember 1929.) 


Das Problem des Kohlenhydratstoffwechsels und seiner viel- 
faltigen Beeinflussung unter verschiedenen Bedingungen besonders 
durch das Nervensystem und die verschiedenen Hormone ist trotz 
einer grossen Reihe von Arbeiten, die auf diesem Gebiet ausgefiihrt, 
noch immer eine der Fragen, die ftir verschiedene Autoren einen 
besonderen Reiz besitzen. Angeregt durch die Entdeckung des 
Insulins einerseits und von der Feststellung der engen Beziehungen 
zwischen dem  Kohlenhydrat- und Phosphorsaurestoffwechsel 
andererseits, bin auch ich immer ausserordentlich daftir interessiert, 
Als eins der zu dem Kohlenhydratstoffwechsel in enger Beziehung 
stehenden innersekretorischen ‘Organe spielt das Pankreas. eine 
grosse Rolle, iiber dessen ausser- und innersekretorische Tatigkeit, 
namentlich tiber die letztere, noch vielerlei zu erforschen bleibt. 
Wie bisher angenommen, ist die aussere Sekretion des Pankreas 
teils von den nervoésen Einfliissen abhangig, teils aber vom Schleim- 
hautsekretin (Bayliss und Starling) und auch vielleicht noch 
dureh einen anderen Mechanismus, wie Okada (1928) angibt, 
himatogen reeuliert. Uber den Wirkungsbereich der endokrinen 
Tatigkeit des Pankreas weiss man dagegen nichts Bestatigtes, und 
auch die gegenseitigen Beziehungen zwischen dusserer und 
inner Sekretion des Pankreas sind uns noch wenig bekannt. 
Daher schien es mir von einiger Bedeutung zu sein, mich mit der 
Ausfindune der Beziehungen zwischen den beiden sekretorischen 
Tatigkeiten des Pankreas zu beschaftigen. Bei Ausfiithrung meiner 
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Untersuchungen bediente ich mich des Sekretins als Mittels zur 
Beforderung der Pankreasabsonderung, und das ist von gewissem 
Vorteil, da die Sekretinwirkung auf die Pankreasabsonderung fast 
rein zur Geltung kommt und die Beteiligung von Nervenelementen 
ausschliesst, wie zuerst von Bayliss und Starling, neuerdings von 
Barlow (1927) u.a. bestatigt wurde. 

Wenn man nun durch Anwendung des Sekretins die aussere 
Sekretion des Pankreas anregt, wie wird dann dessen endokrine 
Tatigkeit beeinflusst? Dabei miissen wir selbstverstandlich 
zunachst die Insulinproduktion nach der Sekretinapplikation 
bedenken, und da wir heutzutage noch keine chemische Bestim- 
mungsmethode des Insulins haben, ist der Blutzucker auf die bio- 
logischen Higenschaften des Insulins zu untersuchen. 

Uber die Zusammenhiinge des Sekretins mit dem Blutzucker 
sind schon sowohl in friiherer Zeit, wo das Insulin noch unbekannt 
war, wie auch in letzter Zeit haufig Forschungen angestellt worden. 
Nach Loeb und Standler(1914) iibt das Sekretin keinen Hinfluss 
auf die Zuckerassimilation des Kaninchens aus, Mellanby (1926) 
und Fujimoto (1918) waren auch derselben Meinung. Abelous 
und Soula (1920) fanden, dass das Sekretin den Blutzuckerspiegel 
des Hundes hochgradig steigerte, wahrend der Glykogengehalt in 
der Leber herabsank, und bei Tauben bemerkte Dobreff (1925) 
auch eine hyperglykamische Wirkung des Pflanzensekretins. Oehme 
und Wimmers (1923) und Takaes (1927) gelane es dagegen 
festzustellen, dass das Sekretin nicht nur bei Hunden und Kanin- 
chen (Oehme und Wimmers), sondern auch bein Menschen, bei 
Diabetikern sogar (Takacs) eine starke, hypoglykamische Wir- 
kung, wie das Insulin, entfalten kann. 

In den folgenden Untersuchungen handelte es sich also zuerst 
um die Hinwirkung des Sekretins auf den Blutzucker, dann ist der 
Blutzucker und das anorganische Phosphat im Blutplasma unter 
verschiedenen Bedingungen studiert worden mit dem Zweck, die 
Beziehung zwischen ausserer und innerer Sekretion des Pankreas zu 
erkennen. 
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MEtTHODIK UND VERSUCHSANORDNUNG. 


Dureh die ganzen Versuche hindurch wurde der Hund als 
Versuchstier gewahlt. Das Tier wurde nach etwa 20 stiindigem 
Hunger auf den Operationstisch in Riickenlage gefesselt, und von 
den Ohrvenen die notige Menge Blut entnommen. 

Der Blutzuckergehalt ist immer nach Folin und Wu (1920) 
und das anorganische Phosphat im Blutplasma nach Briggs (1922) 
bestimmt worden. 

Uber die Herstellung des Sekretins wurde seit Bayliss und 
Starling (1902) von verschiedenen Autoren wie Launoy und 
Oechslin (1913), Dale und Laidlow (1912), Mellanby 
(1926), Barlow und Weaver (1926), Hammarsten, Wilander 
und Agren (1928) u.a. berichtet. Ich konnte eine sehr wirksame 
Sekretinldsung nach Dale und Laidlow (1912) herstellen: ea. 
200 2 der Darmschleimhaut, von. den oberen Teilen des Diinndarms 
von fiinfzehn frisch abgetéteten Hunden abgekratzt, wurden nach 
Dale und Laidlow behandelt, und das Sekretin wurde als Losung 
vom ¢éa. 200 ceem Volum, d.h. 1 cem Lésung aus 1 g der Schleimhaut, 
erhalten. Diese Sekretinlosunge zeigte schwache Biuret- und ganz 
schwache Millonsche Reaktion. Es konnte, als diese Losung in 
einen Hund von 12.5ke in dem Mengenverhaltnis 1 ecem pro 5 ke 
Korpergewicht (diese Menge der Sekretinlosung wurde meistens 
bei den vorliegenden Versuchen als einmalige Injektionsdose appli- 
ziert) in die Vena jugularis injiziert wurde, nach ein bis zwei 
Minuten lebhafter Pankreasausfluss erzeugt werden, der danach 
etwa 10 Minuten dauerte und dabei etwa 6 cem Pankreassaft aus 
einem Ausfiihrungsgang ausfliessen liess; durch Wiederholung der 
Sekretininjektionen konnte dauernde lebhafte Pankreasabsonde- 
rung erzielt werden. Im Verlauf der vorliegenden Versuche habe 
ich auf diese Weise mehrere Male die Sekretinlosung hergestellt und 
deren Wirksamkeit immer von neuem an dem Hund probiert. 
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IJ. EINruuss DER SEKRETIN-INJEKTION AUF DEN BLUTZUCKER. 


Die Versuch wurden an normalen nichternen Hunden 
angestellt. Hiner Gruppe der Versuchstiere wurde je 1cem der 
Sekretinlosung pro 5 kg Gewicht nur einmal eingespritzt, wahrend 
der anderen Gruppe wiederholt u.zw. viermal, mit dem Intervall 
von 15 Minuten, in die Ohrvene eingespritzt wurde. Der Blut- 
zuckergehalt steigerte sich dabei namentlich bei wiederholten Injek- 
tionen wie in Tabelle I (a) und (b), Abb. 1 (a) und (b) zu sehen. 

Dieselben Versuche wurden dann an Hunden ausgefihrt, die 
durch orale Glukose- resp. Starkezufuhr alimentaire Hyperglykamie 
zeigten. Die Tiere wurden also zuniichst viermal mit Sekretin- 
lésung injiziert, um 15 Minuten danach Glukose —2¢ pro kg als 
20% ige Lisung—, oder Starke—2 g Starke pro kg, suspendiert im 
fiinffachen Wasser mit geringerer Menge (3% der Starke) Diastase 
— mittels Gummischlauch in den Magen zugefiihrt zu erhalten. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle II und III, Abb. 2 und 3 vermerkt. 


TABELLE I. (a) 
Blutzucker bei einmaliger und wiederholter Sekretininjektion. 


n a 
g rg Blutzucker auf 100 cem Blut in mg. 
So) ae Vor, 10 lay | 60" 90! | 129° i ener Une 
Ss 
vw a nach Sekretininjektion 
1 12, 102 = 102 102 107 105 | bei ein- 
maliger 
2 9.05 115 = 150 141 125 132 | Injek. 
3 16.4 106 = 118 107 110 110 
4 11.0 101 = 102 107 107 113 
8 12.7 125 145 132 130 _ 118 | bei wieder- 
halten 
9 10.5 104 123 126 132 — 122 | Injek. 
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TABELLE I (b). 
Blutzucker bei wiederholter Sekretininjektion. 
5 & 
= z Blutzucker auf 100 cem Blut in mg. 
g | SE [ow lirmbrnwal ao [ar [or [Ammei 
= ds Vor |10’nach|10’ nach} 10’ 30! 60! ae 
os S 
5 8 2ter Inj. 3ter Inj. nach 4ter (letzter) Sek. Inj. 
57 8.5 133 166 173 200 198 Dose des 
58 9.6 2. alata 126 136 135 119 Sek. 1 ecm 
SE ae a ee 114 160 173 196 192 aise |i pope) 6) litte 
TABELLE II. 
Einfluss des Sekretins auf den Blutzucker bei peroraler Glukosezufuhr. 
eg ihe 
Zn < a é Blutzucker auf 100 cem Blut in mg. 
3 5 op mg 
a Ss g | | | | | | Anmerkun 
a | gf | os | Vor | 15’ | 30’ | 60’ | 90" | 120’ | 150’ | 180’ & 
ro : 25 
= E ee : 
Z 16 g 2g nach Glukosezufuhr 
10 8.55| 17.1 | 109 | 125 | 124 | 125 | 129 | 120} 107 | 112 | Kontroll- 
dd 4 Ad 23.5 95 | 125 | 155 | 157 | 149 | 123 | 118 | 114 | versuch 
12 | 12.60) 25.2 94 | 120 | 132 | 121] 127 | 144 | 141] 105 | (keine 
10 LT elo | 130%) 199) 125; | 150.) 125.) 132 131) Sek. Inq) 
ie 23.5 98 | 132 | 143 | 158 | 201 | 225 | 187 | 190 
12 25.2 | 125 | 183 | 195 | 247 | 236 | 236 | 208 | 204 
TABELLE ITI. 
Einfluss des Sekretins auf den Blutzucker bei peroraler Starkezufuhr. 
3 | aol 
S ro aa Blutzucker auf 100 cem Blut in mg. 
Si a wo | 82 
2 | A} os | Vor | 30” | 60’ | 60’ | 120" | 150! | i8o' | gag” | aamer kung 
a tas es nach Stiirkezufuhr 
ey 
itR3 15.4 | 30 98 | 101} 106} 103 | 107 | 105 | 103 | 107 | Kontroll- 
11 al 23 123 |} 124 | 118 | 114 | 119 | 114] 116] 113 | versuch 
14 10.0 | 20 97 98 | 104 | 103 | 100 | 102 | 98} 94 | (keine 
13 30 93 | 101 | 108 | 110 | 186 | 125 | 113 | 108 | Sek. Inj.) 
11 23 109 | 183 | 128 | 125 | 183 | 125 | 126 | 120 : 
15 10.2 | 20 119 | 136 | 124 |) 131 | 128.) 120 | 121 | 112 
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Abb. 1(a). Einfluss des Sekretins 


auf den Blutzucker. 


bei einmaliger Inj. 


—-— — bei wiederholten Inj. 
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Abb. 2. Einfluss des Sekretins 
bei peroraler Glukosezucker. 


——- —-— ohne Sekretin 
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Abb. 1 (b). Einfluss des Sekretins 
auf den Blutzucker. 
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Abb. 3. Einfluss des Sekretins bei 
peroraler Starkezufuhr. 
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Wir bemerken, dass die wiederholten Sekretininjektionen nicht 
nur den Blutzuckerspiegel bei alimentarer Hyperglykimie durch 
perorale Glukose- resp. Starkezufuhr hoher hinauftreiben, sondern 
auch den hohen Blutzuckerwert im Vergleich mit den Kontroll- 


versuchen viel langer andauern lassen. 


Es liegt daher nahe 


anzunehmen, dass Sekretin den Blutzucker sowohl bei niichternem 


ae 
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Zustand als auch bei alimentirer Hyperglykimie zu _ steigern 
vermag, was bei langerer Zeit dauernder Sekretion des Pankreas 
dureh Wiederholung der Sekretininjektion besser erkannt wird. 
Um diese Tatsache noch eingehender zu betrachten, wurde danach 
das Verhalten des anorganischen Blutphosphats zugleich mit den. 
Blutzucker gepriift. 


Ill. ErNruuss DES SEKRETINS AUF DEN BLUTZUCKER UND 
DAS ANORGANISCHE PHospHAT IM BLUTPLASMA. 


Die Tiere wurden in schon geschilderter Weise vorliufig mit 
Sekretinlésung wiederholt (4 mal) injiziert und der Blutzucker 
und das anorganische Phosphat im Blutplasma in demselben Blut 
zeitheh beobachtet. Die Versuche wurden auch wie oben beim 
nuchternen Zustand und bei oraler Glukosezufuhr ausgefiihrt. Die 
Resultate sind in Tabelle [V(a) und (b), Abb. 4 und Abb. 5 gezeigt. 

Aus der Tabelle [IV geht hervor, dass die Hyperglykamie durch 
Sekretininjektion die Zunahme des anorganischen Phosphates im 
Blutplasma zur Folge hat. Andererseits wird es kaum bezweifelt, 
dass die Insulin-Hypoglykamie gleichzeitig ein Absinken ides 
anorganischen Blutphosphates zu bewirken verbag, wie Harrop 
und Benedict (1923), Wigglesworth und Mitarb. (1923), 
Savino (1924), Briggs, Koechig, Doisy und Weber (1924) 
berichteten und auch meine Untersuchung, wie in Tabelle V und 
Abb. 6 vermerkt, zeigt. Bei der Sekretininjektion sind also die 
Umstiinde ganz anders als bei Insulininjektion, sowohl vom Stand- 
punkt des Blutzuckers als auch des anorganischen Blutphosphates 
betrachtet. Um diesen Wirkungsunterschied der Sekretin- und 
Insulininjektion zu deuten, ist freilich die eegenseitige Veranderune 
des Blutzuckers und des anorg. Blutphosphates unter verschiedenen 
anderen Bedingungen zu studieren, was ich im Folgenden unter- 
nommen habe. 


M. Yasuda: 
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Abb. 4. Hinfiuss des Sekretins 
auf das anorg. Phosphat 
BHinfluss des Sekretins auf den Blatzucker im Blutplasma 
und das anorg. Phosphat. | bei Glukosezufuhr. 
—-— -— mit Sekretin’ 


Blutzucker und anorg. Phosphat 
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Abb. 5. Einfluss des Sekretins auf den 
Blutzucker und das anorg. Phosphat. 

‘Blutzueker ————— und 

‘anorg. Phosphat ——--——- 
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IV. UBER DIE GEGENSEITIGEN VERANDERUNGEN DES BLUTZUCKERS 
UND DAS ANORGANISCHEN BLUTPHOSPHATES UNTER 
VERSCHIEDENEN BEDINGUNGEN. 


Die mannigfaltigen Veranderungen des Blutzuckers sind schon 
von vielen Forschern diskutiert. Auch dass das anorganische 
Phosphat beim Kohlenhydratstoffwechsel eine wichtige Rolle hat, 
ist weithin angenommen. Untersuchungen jedoch iiber die gegen- 
seitigen Veranderungen des Blutzuckers und des anorg. Blutphos- 
phates sind bisher nur selten veréffentlicht. 

In den folgenden Experimenten sind die unter verschiedenen 
Bedingungen, wie bei peroraler und intravendser Glukosezufuhr, 
bei Applikation von verschiedenen Nervengiften, Thyroxin und 
auch Aminosauren usw. untersucht worden. 


I. Blutzucker und anorganisches Phosphat im Blutplasma 
bet der Fesselung. 


Als Kontrollversuch fiir die weiteren Experimente, bei denen 
die Tiere immer auf dem Tisch gefesselt wurden, ist dieser aus- 
gefiihrt. (Siehe Tabelle VI). . 

Wir sehen, dass der Blutzucker durch eine Fesselung von 
einigen Stunden kaum beeinflusst und das anorg. Phosphat im Blut- 
plasma auch nicht wesentlich verandert wird. 


IT, Blutzucker wnd anorganisches Phosphat bei 
Glukosezufuhr. 


Die 20% ige Glukoselosung wurde intravends und peroral der 
Versuchstieren beigebracht. Die Ergebnisse zeigen, wie in Tabelle 
Vil, VIII und Abb. 7 und 8 zu ersehen, dass die Hyperglykamie 
durch Glukosezufuhr von der Abnahme des anorganischen Phos- 
phates im Blutplasma begleitet ist. Das wird besser erkannt bei der 
peroralen Glukosezufuhr, als bei der intravendsen Injektion von 
Glukoselésung, bei welcher die Veranderungen wegen der Applika- 
tion der minimalen Dose von Glukose zu klein waren. Merkwiirdig 
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Abb. 7. Blutzucker und anorganisches Abb. 8. bei peroraler 
Phosphat bei intravenoser Glukosedarreichung. 
Glukoseinjektion. 
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ist, dass der niedrigste Wert des anorganischen Phosphats im Blut- 
plasma hervorzutreten scheint, nachdem der Blutzucker den 
hochsten Punkt erreicht hat, wie Harrop und Benedict (1923) 
bei Menschenversuchen beobachteten. 


HI. Blutzucker und anorganisches Phosphat unter der 
Beeinflussung durch vegetative Nervengifte. 


Die hier applizierten Nervengifte sind das sympaticusreizende 
Adrenalin (Adrenalinchlorid Sankyo) und das lahmende Histamin 
(Dr. G. Griibler & Co.), das parasympaticusreizende Pilokarpin 
(Pilokarpinhydrochlorat Merck) und das lahmende Atropin 
(Atropinsulphat Merck). 
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Einfluss des Adrenalins auf den Blutzucker und das 
anorg. Phosphat im Blutplasma, 


Abb. 9. 
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Abb. 10. WHinfluss des Pilokarpins auf den Blutzucker und das 
anorg. Phosphat im Blutplasma. 
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Abb. 11. Einfluss des Adrenalins bei Abb. 12. EHinfluss des Pilokarpins bei 
der intravenosen Glukoseinjektion. der intravendsen Glukoseinjektion. 
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Auch diesmal wurden die Versuthe bei niichternem Zustande 
des Hundes und bei intravendser G ukoseinjektion durchgefiihrt. 
Im letzteren Falle wurden die Nervengifte kurz (5 Minuten) nach 
der Glukoseinjektion eingespritzt ; als’ Kontrollversuch dafiir dienen 
die schon geschilderten Experimente der Tabelle VII. Die Resultate 
sind in Tabelle IX, X und Abb. 9, 10 and 11: gezeigt. 

Uberblickt man die obigen Ergebnisse, dann ergibt sich, dass 
das Adrenalin und Pilokarpin, sel es intravenos injiziert oder 
subeutan appliziert, eine hochgradige Hyperglykimie und dement- 
sprechend merkliche Hypophosphatimie erzeugt. Das Atropin 
scheint weder auf den Blutzucker noch duf das anorganische Phos- 
phat besonders einzuwirken, das Histamin aber vielmehr den Blut- 
zacker- und Blutphosphatspiegel zu steigern, was bei vorheriger 
intravenoser Glukosezufuhr deutlicher bemerkt wird: Diese His- 
taminwirkung sollten wir nicht vernachlassigen, denn das Histamin 
befindet sich in der Sekretinlésung (Barger und Dale, 1911) und 
es ist. gesagt, dass es sich mit anderen aminoartigen Substanzen an 
der Blutdrucksenkung der Sekretinlésung beteiligt. Die Blutdruck- 
senkung durch Sekretinlosung ist aber ganz voriibergehend (héch- 
stens 2-3 Minuten) und wir kénnen nicht annehmen, dass die schon 
erwihnten Hinfliisse des Sekretins auf den Blutzucker und das 
anorganische Blutphosphat durch diese Verunreinigung in der 
Sekretinlésung hervorgebracht seien. 


IV. Blutzucker wnd anorganisches Blutphosphat unter 

der Beeinflussung durch Thyroxin und die 
Aminosiuren. ; 

Der Beweis, ob das Thyroxin mit dem Schilddriisehormon 
identisch sei, kann noch nicht fiir erbracht gelten (Furth, 1927), 
obgleich es imstande ist, den Gruidumsatz und die Wirmebildung 
zu steigern und eine Heilwirkung fiir Myxddem und Kretinismus 
zu entfalten. Seit der TInsulinentdeckune ‘wurde die Thyroxin- 
wirkung haufig mit der des Insulins verglichen. Nach Lundberg 
(1926), Bodansky (1923) wa. wirkt das Thyroxin der hypo- 
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Einfluss des Thyroxins 


Abb 13, 


Binfluss der Aminoséuren, 


Abb 14, 


bei Glukosezufubr 


beim niichternen Zustancde 


(intravends) 
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elykamischen Wirkung des Insulins entgegengesatzt. Nach Boe 
(1914) aber hat der Schilddriisenextrakt keinen besonderen Einfluss 
auf den Blutzucker des Kaninchens. Ich habe die Kinwirkung des 
synthetischen Thyroxins (Squibb, for intravenous use) auf den 
Blutzuecker und das anorganische Blutphosphat bei niichternem 
Zustand und bei intravenoser Glukoseinjektion studiert, konnte aber 
leider keine entscheidenden Resultate erhalten wie in Tabelle XI 
und Abb. 13 gezeigt; doch scheint mir das Thyroxin wie bei der 
Adrenalininjektion den Blutzucker herauf- und das anorganische 
Blutphosphat herabzusetzen, eine Wirkung die in relativ spatem 
Zeitpunkt nach der Thyroxininjektion zustande kommt. 

Unter den Aminosaéuren wurden Glykokoll, Alanin und 
Glutaminséure zur Priifung verwendet; die Ergebnisse zeigten 
auch eine charakteristische Hyperglykamie und Hypophosphatamie, 
wie in Tabelle XII und Abb. 14. vermerkt. 

Uber die Deutung der Hyperglykimie durch Aminosiuren- 
injektion sind die Angaben nicht iibereinstimmend (Kolisch 1902, 
Lusk 1908, Reinwein 1927, Nord 1926, Paasch 1928). Ich 
mochte aber mit Kolisch und Nord annehmen,- dass die Hyper- 
elykamie vie auch die Hypophosphatamie dureh Aminosaure viel- 
leicht als Folge der Sympaticusreizung erzielt wird, da die Wir- 
kunesweise der Aminosduren der des Adrenalins sehr ahnlich ist. 


V. ScCHLUSSBETRACHTUNG UND ZUSAMMENFASSUNG. 


Uber die mannigfaltigen Veriinderungen des Blutzuckers, die 
aber schliesshch entweder durch die Verbrennung des Kohlen- 
hydrates im Tierkérper oder durch Mobilisation des Zuckers aus 
dem Glykogen zum grossten Teil bedingt sind, unter der Beein- 
flussung der Hormone und des vegetativen Nervensystems ist schon 
von vielen Autoren berichtet. Leider wurde dabei das Blut- 
phosphat meistens nicht mitgepriift und eine Untersuchung welche 
die Verdaanderung des Blutzuckers und -phosphates zeitlich neben- 
einander verfolet, ist kaum zu finden, was fiir meine Arbeit charak- 
teristisch zu sein scheint. Indessen war es mir nicht einmal der 


Einfluss des Sekretins auf den Blutzuckergehalt. SOL 
Hauptzweck, fiir die hochkomplizierten Wechselbeziehungen 
zwischen dem Kohlenhydratstoffwechsel und dem sogenannten 
“‘vegetativen System’’, unter welehem man mit Kraus (1924) die 
drei biologischen Komplexe i.e. die vegetativen Nerven, ver- 
schiedene Hormone und das JIonenmilieu zusammenfasst, eine 
endgiiltige Erklarung aufzustellen, sondern was ich bezweckte war, 
die Zusammenhange zwischen ausserer und innerer Sekretion des 
Pankreas ausfindig zu machen. 

Wenn man nun auf die geschilderten Veranderungen des Blut- 
zuckers und -phosphates unter den verschiedenen Bedingungen zu- 
ruckschaut, so ist auffallend, dass die Insulinhypoglykaémie von 
einer entsprechenden Hyphosphatamie begleitet ist, dass die Hyper- 
glykamie durch Injektion der Nervengifte und durch intravendse 
oder orale Glukosegaben den anorganischen Phosphatspiegel im 
Blutplasma herabsetzt und dass diese Abnohme des letzteren nicht 
gleichzeitig mit der Zunahme des Blutzuckers, sondern mehr oder 
weniger verspiitet zustande kommt, was wir dahin deuten michten, 
dass die Wirkung sekundiér durch Insulin erzeuet ist, dessen 
Mobilisation von der Hyperglykamie angereet sein wiirde. Auch 
die Einwirkung des Thyroxins und namentlich der Aminosduren 
auf den Blutzucker und das anorganische Blutphosphat diirfte als 
Folge der Sympaticusreizung betrachtet werden konnen, indem 
diese die Hyperglykamie und die Hypophosphatimie erzielt. Nur 
bei Sekretininjektion finden die Hyperglykamie und die Hyper- 
phosphatamie mit einander statt. Wenn die innere Sekretion des 
Pankreas durch “dessen dussere Sekretion befordernd beeinflusst 
wiirde, miisste sich im vorstehenden Sekretininjektionsfalle der 
Blutzucker- und Phosphatgehalt vermindern. Ich have noch einen 
anderen Versuch angestellt, bei dem Adrenalin mit der Sekretin- 
losung zusammen injiziert wurde. Die Ergebnisse zeigen, wie in 
Tabelle XII vermerkt, dass die charakteristische Hyperelykimie 
und Hypophosphatiimie des Adrenalins durch gleichzeitige Ap- 
plikation der Sekretinlosung unterdriickt, oder wenigstens abeesch- 
wicht wird. 
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Die Insulinmobilisation durch Anregung der Adrenalin- 
hyperglykamie scheint durch die Sekretineinwirkung resp. dureh 
dauernde lebhafte dussersekretion des Pankreas hemmend_ beein- 


flusst zu werden. 


TABELLE XIII. Blutzucker und anorganisches Phosphat bei der gleichzeitngen 
Einspritzung von Adrenalin und Sekretin. 


anorg. Phosphat auf 
& Blutzucker auf 100 ce Der 
Menge d. injiz. bs Ane ee. oon 100 oe Es 
(intrav. ) g. 
Adrenalins (mg ) 
und Sekretins | Vor |1 Std.|2 Std.|4 Std.| Vor 
(cem) 


1 Stcl.| 2 Std. fy Std. 


nach der Injektion nach der Injektion 


Nr. d. Hundes 
| Gew. d. Hundes 
in kg 


16>) 14.2) Adr, 1.2+-Sek: 12) 100) 106) TOT) 111) 11:83) 1.87 j) 1.87 4e304 
28 | 8.6) Adr. 1.0+Sek. 9 LISS L480) i225 Toes Oe 7.03 | 7.14 
29 | 11.1) Adr.1.3+Sek.10}) 108 | 131) 112} 114) 5.26] 5.00 | 5.40 | 5.88 


Daher mochte ich folgenderweise zusammenfassend schliessen : 

Die innere Sekretion des Pankreas wird keinesfalls dureh 
dessen aussere Sekretion befordert, sondern es scheint, dass sie 
durch andauernde aussere Sekretion des Pankreas vielmehr 
herabeesetzt wird. 
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